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aim of the present study was to investigate the potential etiological role of HPV in 
oral papillomas, by determining the prevalence of HPV infections in a collection of 
343 archival tissue specimens. The presence of HPV infection was determined in 
58/343 (16.9%) tissue samples, using GP5+/6+/68 polymerase chain reaction (PCR) 
and Gamma-HPV PCR in combination with Sanger sequencing, HPV-204 real-time 
PCR (RT-PCR) and HPV-1/-63 RT-PCR. In our collection of samples, the most 
frequently detected HPV was HPV-6 (34/58; 58.6%), followed by HPV-1, -2, -10, -
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squamous cell papillomas. The combination of different HPV detection methods 
used, in situ hybridization results and viral load estimations, obtained in the present 
study, suggest that HPV-6 could be etiologically associated with the development of 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ATP adenozin trifosfat (ang. adenosine triphosphate) 
bp bazni par 
CIN cervikalna interepitelijska neoplazija (ang. cervical intraepithelial 
neoplasia) 
Ct pražni cikel (ang. threshold cycle) 
Da Dalton – enota za merjenje atomske oz. molekularne mase 
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
dNTP deoksinukleozid trifosfat (ang. deoxynucleoside triphosphate) 
FFPE vzorci fiksirani v formalin in vklopljeni v parafin (ang. formalin-fixed 
paraffin-embedded samples) 
HPV človeški papilomavirusi (ang. human papillomavirus) 
IHK imunohistokemične metode (ang. immunohistochemical methods) 
ISH hibridizacija in situ (ang. in situ hybridization) 
OZ oligonukleotidni začetnik 
ori mesto začetka podvojevanja (ang. origin of replication) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
pRB retinoblastomska beljakovina 
qPCR kvantitativen PCR v realnem času (ang. quantitative real-time PCR) 
RT-PCR verižna reakcija s polimerazo v realnem času (ang. real-time PCR) 
PV papilomavirusi 
rpm število obratov na minuto (ang. rotations per minute) 
Tm temperatura tališča (ang. melting temperature) 
UV ustna votlina 
UŽ ustni del žrela 
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Človeški papilomavirusi (ang. human papillomaviruses, HPV) so majhni DNA virusi, ki jim 
pripisujemo etiološko vlogo pri nastanku raznolikih malignih ter benignih novotvorb na 
različnih delih človeškega telesa. Najbolj znan primer novotvorb povezanih s HPV je rak 
materničnega vratu, ki v 99 % primerov nastane kot posledica dolgotrajne okužbe z 
visokorizičnimi genotipi HPV, kar je dokazal nemški znanstvenik Harald zur Hausen, ki je 
za svoje odkritje leta 2008 prejel tudi Nobelovo nagrado za medicino. Okužba s HPV je 
vzrok tudi za 70-90 % primerov raka zadnjika in nožnice, 47 % primerov raka penisa ter 25-
30 % primerov raka ustnega dela žrela (Kocjan in Poljak, 2011). 
 
Podobno kot visokorizični lahko tudi nizkorizični genotipi HPV v določenih primerih 
povzročajo posamezne primere raka, kljub temu pa jih najpogosteje povezujemo z 
nastankom benignih novotvorb, npr. kožnih bradavic (Kocjan in sod., 2011). Glede na 
razumevanje etiološke vloge HPV pri nastanku prej omenjenih novotvorb se v zadnjem času 
pojavlja vprašanje povezave HPV z nastankom raznolikih benignih novotvorb ustne votline, 
kot so npr. ploščatocelični papilomi. Gre za najpogostejše benigne hiperplastične 
bradavicam podobne novotvorbe sluznice ustne votline, ki jih v zadnjih tridesetih letih 
preučujejo številne raziskovalne skupine. Kljub temu etiološki nastanek teh sprememb še ni 
dokončno opredeljen. Medtem ko nekatere raziskave nakazujejo na morebitno etiološko 
povezavo med nastankom omenjenih novotvorb in okužbo s HPV, se prevalenca HPV v 
papilomih ustne votline med raziskavami močno razlikuje, nekatere poročajo o 0 %, druge 
o 100 % prevalenci (Kansky in sod., 2006). Omenjene razlike so lahko posledica uporabe 
različno občutljivih metod za dokazovanje in genotipizacijo DNA HPV, PCR kontaminacije, 
prisotnosti še ne-opredeljenih genotipov HPV, različnega števila analiziranih vzorcev in 
njihove ohranjenosti ali pa so posledica različnih histoloških podvrst novotvorb oz. lokacije 
tumorjev (Kansky in sod., 2006). V nasprotju z raziskavami malignih tumorjev 
anogenitalnega področja, le dokaz DNA HPV v tkivnih vzorcih papilomov ustne votline ne 
zadostuje za sklepanje o vzročni povezavi med HPV in novotvorbami. Možno je namreč, da 
je virusna DNA v teh vzorcih prisotna zgolj naključno npr. kot kontaminant ali v latentni, 
klinično neaktivni obliki (Cubie, 2013; Ure in Forslund, 2014). V teh novotvorbah je zato 
poleg dokaza prisotnosti HPV-DNA potrebno ugotoviti tudi virusno aktivnost, kar lahko 
izvedemo s hibridizacijo in situ ali ocenimo na podlagi virusnega bremena v tkivnih vzorcih 




Namen prvega dela magistrske naloge je z različnimi metodami za dokazovanje in 
genotipizacijo HPV določiti prevalenco okužb s HPV v histološko potrjenih arhivskih 
tkivnih vzorcih papilomov ustne votline in opredeliti, ali so v vzorcih prisotni tudi 
potencialno novi, še neopredeljeni genotipi HPV. 
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Namen drugega dela raziskave je oceniti virusno breme dokazanih genotipov HPV in s 
pomočjo hibridizacije in situ ugotoviti, ali se virusne nukleinske kisline v jedru okuženih 
celic nahajajo v integrirani ali episomalni obliki, ter tako opredeliti, v katerih primerih je bil 
nastanek papilomov najverjetneje povezan z okužbo s HPV. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
V sklopu magistrskega dela smo si zastavili naslednji delovni hipotezi: 
- pričakujemo, da bomo prisotnost virusne DNA dokazali v 5-20 % analiziranih 
novotvorb in da bo večina vzorcev vsebovala HPV-6, 
- pričakujemo, da bomo z uporabo dodatnih metod lahko v večini primerov HPV-
pozitivnih tumorjev opredelili, ali so dejansko nastali kot posledica okužbe s HPV 
ali ne. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ČLOVEŠKI PAPILOMAVIRUSI 
 
Papilomavirusi (PV) spadajo v družino Papillomaviridae, ki predstavlja raznoliko skupino 
majhnih DNA virusov (Kocjan in Poljak, 2011). Njihovo prisotnost so znanstveniki dokazali 
pri širokem naboru vretenčarjev, tako pri pticah in plazilcih kot sesalcih (Egawa in sod., 
2015). Do leta 2019 naj bi opredelili in v celoti določili genom več kot 400 različnim 
genotipom PV, od tega več kot 200 takim, ki so ključni v humani medicini in so zato 
poimenovani človeški papilomavirusi (ang. human papillomaviruses, HPV) (NIAID, 2019). 
Po podatkih mednarodnega referenčnega centra za HPV na Švedskem je bilo do avgusta 
2019 popolnoma opredeljenih in uradno priznanih že 222 različnih genotipov HPV (Arroyo, 
2019). 
 
Beseda papiloma izhaja iz dveh latinskih besed, papilla, kar pomeni bradavica, ter oma, kar 
pomeni tumor. Tako že samo ime virusa nakazuje na vzročno povezanost PV z raznolikimi 
novotvorbami (Kocjan in Poljak, 2011). Skupna značilnost PV je izjemna vrstna-značilnost 
virusov, prav tako pa določen genotip virusa izkazuje tropizem za določeno anatomsko 
regijo telesa oziroma vrsto tkiva. V primeru mikroskopskih razpok v epiteliju izbranega tkiva 
lahko PV povzroči okužbo, ki vodi v nastanek raznolikih patoloških stanj, ki bodo 
podrobneje opredeljena v nadaljevanju naloge (Kocjan in Poljak, 2011; Egawa in sod., 
2015). 
 
2.2 ZGRADBA VIRUSA 
 
HPV so majhni DNA virusi brez ovojnice. Virusni genom, ki je krožna, zaprta, dvoverižna 
DNA, je obdan z dvoplastno beljakovinsko sredico oz. kapsido. Kapsida je zgrajena iz 72 
morfoloških enot oz. kapsomer, ki so vidne na Slikah 1 in 2. Vsako morfološko enoto gradi 
pet velikih (L1) plaščnih beljakovin, ki se med seboj povezujejo s pomočjo disulfidnih 
mostičkov, ter ena mala (L2) plaščna beljakovina, ki je aksialno ustavljena med velike 
beljakovine in pomaga vzdrževati ter oblikovati ustrezno strukturo (Kocjan in Poljak, 2011). 
 
 
Slika 1: Človeški papilomavirusi pod elektronskim mikroskopom (Doorbar in sod., 2015: 5)  
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Slika 2: 3D model človeškega papilomavirusa (Guan in sod., 2017: 255) 
 
Genom HPV je dolg med 7.500 in 8.000 baznih parov, njegova molekulska masa pa je 
ocenjena na 5,2 × 106 Da. Genom virusa se v osnovi deli na nekodirajoči in kodirajoči del, 
ki je sestavljen iz zgodnjega območja E (ang. early) ter poznega območja L (ang. late). Na 
območju L najdemo zapis za veliko in malo plaščno beljakovino (L1 in L2), na območju E 
pa se nahajajo zapisi za raznolike virusne beljakovine (npr. E1, E2, E4, E5, E6, E7) (Kocjan 
in Poljak, 2011). Kot je razvidno iz Slike 3 je lokacija virusnih genov v genomu različnih 
rodov HPV zelo podobna. 
 
 
Slika 3: Sestava genoma človeških papilomavirusov iz različnih rodov (Doorbar in sod., 2015: 5) 
 
Nekodirajoče območje (ang. long control region, LCR) genoma HPV se nahaja na obeh 
stikih zgodnjega E in poznega L območja kodirajočega dela genoma, natančneje med 
genoma L1 ter E6 in med genoma E5 in L2, in ne nosi zapisa za beljakovine. Na večjem 
nekodirajočem območju med genoma L1 in E5 se nahajajo številna vezavna mesta za virusne 
in celične beljakovine, s čimer nosi to področje genoma ključno funkcijo pri uravnavanju 
virusnega razmnoževanja in pri izražanju virusnih genov (Kocjan in Poljak, 2011; Syrjänen, 
2018). 
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Beljakovina E1 je virusno-značilna DNA helikaza ključna za začetek podvajanja virusne 
DNA in za vzdrževanje virusnega genoma v obliki zunajkromosomskih krožnih DNA-
delcev ali episomov. Skupaj z beljakovino E2 se veže v bližino mesta ori (ang. origin of 
replication) v nekodirajočem delu genoma, kjer deluje kot ATP-odvisna helikaza. V 
nadaljevanju se na ti dve beljakovini vežejo še celične beljakovine, ki so ključne za 
podvajanje virusnega genoma, npr. RPA (ang. replication protein A) ter polimeraza DNA 
alfa-primaza. Poleg tega ima beljakovina E2 vlogo pri vezavi virusnega episoma na mitotske 
kromosome in pri njihovi pravilni segregaciji v času celične delitve. Ključna je tudi pri 
izražanju virusnih onkogenov, saj v nizkih koncentracijah spodbuja izražanje genov za 
beljakovini E6 in E7, v visokih koncentracijah pa to izražanje neposredno zavira z oviranjem 
vezave celičnih dejavnikov prepisovanja SP1 in TFIID na zgodnji virusni promotor p97 
(Kocjan in Poljak, 2011). 
 
Beljakovina E4 kaže karakteristike osrednjih virusnih beljakovin, saj je prisotna pri mnogih 
PV, hkrati pa raznoliko aminokislinsko zaporedje beljakovine med posameznimi rodovi 
kaže na njeno potencialno različno vlogo (Egawa in sod., 2015). Znanstveniki beljakovino 
E4 najpogosteje povezujejo z izstopanjem zrelih virusnih delcev iz okuženih celic (Kocjan 
in Poljak, 2011). 
 
Beljakovine E5, E6 in E7 so ključne pri modifikaciji celičnega okolja (Egawa in sod., 2015). 
Beljakovina E5 je majhna transmembranska beljakovina, ki vpliva na receptorje celičnih 
rastnih dejavnikov EGF (ang. epidermal growth factor) in PDGF (ang. platelet derived 
growth factor), kar poviša nivo mitogenih dejavnikov in vodi v celično proliferacijo (Kocjan 
in Poljak, 2011). Večina genotipov HPV iz rodov Betapapillomavirus (Beta-PV), 
Gammapapillomavirus (Gamma-PV), Mupapillomavirus (Mu-PV) ter Nupapillomavirus 
(Nu-PV) ne nosi zapisa za to beljakovino, zato znanstveniki sklepajo, da bi beljakovina E5 
lahko sodelovala pri začetni stopnji onkogeneze posredovane s HPV iz rodu 
Alphapapillomavirus (Alpha-PV) (Egawa in sod., 2015). Beljakovini E6 in E7 imata 
dokazano pomembno vlogo v onkogenezi novotvorb, zato genska zapisa za ti dve 
beljakovini veljata kot najbolj raziskan del virusnega genoma. Omenjeni beljakovini 
vplivata na dolžino celične proliferacije in na zaviranje zaščitnega delovanja tumor-
zavirajočih beljakovin ter inducirata celično nesmrtnost (Kocjan in Poljak, 2011). 
 
2.3 TAKSONOMIJA HPV 
 
Klasifikacija PV temelji na nukleotidnem zaporedju gena za kapsidno beljakovino L1, ki 
velja za najbolj ohranjeno zaporedje virusnega genoma, in je bilo kot standard za 
klasifikacijo določeno leta 1995 (Egawa in sod., 2015). Na osnovi podobnosti v 
nukleotidnem zaporedju L1 tako HPV razvrščamo v rodove, vrste in genotipe, ki 
predstavljajo osnovno taksonomsko enoto (Kocjan in Poljak, 2011). 
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Skladnost nukleotidnega zaporedja v genu L1 je med različnimi rodovi PV manjša od 60 %. 
Virusne vrste znotraj enega rodu izkazujejo 60-70 % nukleotidno skladnost, medtem ko je 
skladnost nukleotidnega zaporedja med genotipi znotraj posamezne vrste 71-89 %. Vsak 
izolat, ki se v nukleotidnem zaporedju L1 od vseh predhodno opisanih genotipov HPV 
razlikuje za več kot 10 %, opredelimo kot nov genotip HPV (Kocjan in Poljak, 2011). V 
primeru potencialno novega genotipa HPV je potrebno njegov celoten genom vklonirati v 
plazmidni vektor, mu določiti nukleotidno zaporedje in vse skupaj poslati v Referenčni 
center za HPV na Karolinska Institutet v Stockholm na Švedskem, kjer spremljajo 
odkrivanje novih genotipov in jim pripisujejo ustrezne zaporedne številke (Bzhalava in sod., 
2015). V primeru 2-10 % razlike v nukleotidnem zaporedju gena za beljakovino L1 med 
dvema genotipoma HPV govorimo o novem podtipu, če je razlika v celotnem genomu med 
dvema podtipoma HPV manjša od 2 % pa govorimo o novi podtipski različici virusnega 
genotipa PV (Kocjan in Poljak, 2011). 
 
Rod Alpha-PV, v katerega uvrščamo 65 genotipov HPV razvrščenih v 14 virusnih vrst (Slika 
4), je za človeka klinično najbolj pomemben. Genotipe HPV tega rodu povezujemo z okužbo 
ploščatoceličnega epitelija kože in sluznice, ki lahko vodi v nastanek različnih benignih ali 
malignih sprememb. Približno 40 genotipov HPV iz omenjenega rodu, izkazuje sluznični 
tropizem in jih glede na tumorogeni potencial delimo na visokorizične in nizkorizične. 
Visokorizični genotipi HPV iz rodu Alpha-PV (HPV-16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -51, -
52, -56, -58 in -59) povzročajo 99 % raka materničnega vratu, 70-90 % raka zadnjika in 
nožnice, 40 % raka ženskega zunanjega spolovila, 47 % raka penisa ter 25-30 % raka ustnega 
dela žrela. Nizkorizične genotipe HPV (najpogosteje HPV-6 in -11) povezujemo z benignimi 
novotvorbami ploščatoceličnega epitelija, kot so npr. anogenitalne bradavice in papilomi 
grla. V rod Alpha-PV uvrščamo še genotipe HPV, ki izkazujejo tropizem za kožni epitelij, 
pri čemer okužba s HPV lahko vodi v nastanek kožnih bradavic in bradavic v anogenitalnem 
področju otrok (Kocjan in Poljak, 2011). 
 
V rod Beta-PV sodi 53 genotipov HPV, ki jih razvrščamo v 5 virusnih vrst (Slika 4). Okužbo 
z njimi povezujemo z nastankom benignih novotvorb kože pri imunsko oslabljenih osebah 
in pri bolnikih z redko dedno boleznijo, imenovano bradavičasta epidermodiplazija (Kocjan 
in Poljak, 2011). Bolnikom z bradavičasto epidermodiplazijo se v otroštvu na koži pojavijo 
številne nerakave novotvorbe, ki z leti lahko preidejo v ploščatocelični rak kože, v katerem 
najpogosteje dokažemo prisotnost genotipov HPV-5 in -8 (Zur Hausen, 2006). Bolniki z 
bradavičasto epidermodiplazijo so nosilci genske mutacije v genih ever1 in ever2. 
Beljakovini Ever1 in Ever2 sta transmembranski beljakovini, ki sta ključni za ustrezno raven 
cinka v celici, kar na še nepojasnjen način poveča uspešnost pomnoževanja HPV-5 in -8 
(Kalinska-Bienias in sod., 2016). 
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Številčno največji rod Gamma-PV trenutno predstavlja 98 genotipov HPV, razvrščenih v 27 
rodov (Slika 4). Genotipe iz tega rodu skupaj s tremi genotipi iz rodu Mu-PV in enim 




Slika 4: Filogenetsko drevo vseh 222 znanih genotipov HPV, ki temelji na primerjavi nukleotidnega zaporedja 
gena L1 po metodi največje verjetnosti (ang. maximum likelihood). Razdalja med posameznimi genotipi HPV 
je sorazmerna s številom substitucij na nukleotidno mesto, gensko podobni genotipi HPV pa tvorijo vrste ter 
rodove, ki so označeni z določeno barvo (rod Alpha-PV z zeleno, rod Beta-PV z modro, rod Gamma-PV z 
rdečo, rod Mu-PV z roza in rod Nu-PV s črno) (Arroyo, 2019). 
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2.4 PATOGENEZA HPV 
 
Predpogoj za nastanek okužbe s HPV je mikropoškodba epitelija kože oz. sluznice, s 
pomočjo katere virus pridobi dostop do bazalne membrane ter bazalnih keratinocitov 
večvrstnega ploščatoceličnega epitelija. Na bazalni membrani in na površini epiteljnih celic 
se nahajajo heparan-sulfatni proteoglikani (HSPG), ki domnevno predstavljajo primarno 
vezavno mesto virusa oziroma primarni receptor. Nanje se virus veže s pomočjo beljakovine 
L1, kar vodi v konformacijske spremembe in izpostavitev N-terminalnega dela beljakovine 
L2, ki jo v nadaljevanju cepi celični encim furin. Cepitev beljakovine L2 zmanjša afiniteto 
kapside do HSPG receptorjev, virus pa se prenese na do sedaj še neznani sekundarni 
receptor, ki omogoči endocitozo. Mehanizem vstopa virusa v celico ni univerzalen, saj pri 
genotipu HPV-16 poteka s klatrinsko posredovano endocitozo, pri genotipu HPV-31 pa je 
ključen kaveolanski endocitotski sistem, neodvisen od klatrinov. Po vstopu virusa v celico 
sledi razgradnja virusnih delcev v poznih endosomih ali lizosomih. DNA se veže na 
beljakovino L2 in tvori L2-DNA kompleks, ki se v fazi mitoze prenese v celično jedro 
bazalnih keratinocitov (Kocjan in Poljak, 2011; Broniarczyk in sod., 2015). 
 
HPV se z osebe na osebo prenaša z direktnim stikom ali indirektno preko okuženih površin 
ali predmetov in ob tem povzroči eno izmed treh tipov HPV okužb: prikrito (latentno oz. 
klinično neznačilno), produktivno ali abortivno (nepopolno) okužbo (Kocjan in Poljak, 
2011; Cubie, 2013). Slednji predstavlja Slika 5, podrobnejši opisi vseh treh tipov okužb pa 
sledi v podpoglavjih 2.4.1, 2.4.2 ter 2.4.3. 
 
 
Slika 5: Potek okužbe s HPV (Kocjan in Poljak, 2011: 45) 
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2.4.1 Prikrita (latentna) okužba 
 
V primeru prikrite oz. latentne okužbe se virus v bazalnih keratinocitih skoraj ne pomnožuje 
in ne izraža virusnih beljakovin. Tako je vpliv virusa na gostiteljsko celico nizek, klinični 
znaki okužbe s HPV pa so zato odsotni. Prikrita okužba je lahko dolgotrajna, značilna je tudi 
za obdobje po klinični ozdravitvi, to je po izginotju novotvorb. Nizka stopnja aktivnost HPV 
je lahko v primeru prikrite okužbe povezana z osnovno nizko koncentracijo virusa, zaradi 
česar virus ne mora zaključiti pomnoževalnega cikla, ali pa je posledica delovanja 
imunskega sistema. V primeru zavrtja imunskega sistema bi prikrita okužba lahko prešla 
tudi v eno izmed drugih dveh oblik HPV okužbe (Kocjan in Poljak, 2011; Doorbar in sod., 
2015). 
 
2.4.2 Produktivna okužba 
 
Glavna značilnost produktivne okužbe je uspešno zaključen pomnoževalni cikel, ki vodi v 
tvorbo novih, infektivnih virusnih delcev. Klinično se ta tip okužbe izrazi kot nastanek 
benignih novotvorb kože in sluznice ter cervikalne interepitelijske neoplazije nizke stopnje 
(ang. cervical interepithelial neoplasia grade 1, CINI). Potek nastanka zrelih virusnih delcev 
je enak tako pri nizko- kot pri visokorizičnih genotipih HPV (Kocjan in Poljak, 2011). 
 
Kot je razvidno iz Slike 5, se HPV v bazalnih celicah nahaja v obliki zunajkromosomskih 
krožnih delcev oz. v episomalni obliki. V tej fazi je sinteza virusnih beljakovin omejena. 
Okužene bazalne celice se histološko ne ločijo od neokuženih in jim zato pravimo nosilke 
latentne HPV okužbe (Kocjan in Poljak, 2011). 
 
Zaradi omejene sinteze virusnih beljakovin je raven beljakovine E2 nizka. To spodbudi 
izražanje beljakovin E6 in E7, ki preprečujeta zaustavitev celičnega cikla in diferenciacijo 
celic. V odsotnosti HPV bazalne celice po določenem številu delitev vstopijo v proces 
terminalne diferenciacije, v sklopu katere se celice spremenijo v keratinocite in ustvarjajo 
zaščitni keratinski sloj. V primeru virusne okužbe se celice zaradi delovanja onkogenih 
beljakovin E6 in E7 večkrat delijo preden preidejo v višje sloje. Po določenem času naraste 
nivo beljakovine E2, ki zavira delovanje onkogenih beljakovin, zaustavi celično delitev in 
celice vodi v diferenciracijo. Sledi podvajanje virusne DNA, sinteza beljakovin virusne 
kapside ter sproščanje zrelih virusnih delcev iz okuženih celic (Kocjan in Poljak, 2011). 
 
Celotni življenjski cikel okužbe s HPV poteka znotraj epitelijskih celic in se konča z 
normalnim propadom keratinocitov, zato je HPV imunskemu sistemu nedostopen. Okužbe 
so zato dolgotrajne in se kažejo v številnih ponovitvah (Egawa in sod., 2015). 
 
S produktivno okužbo povezujemo pojav koilocitoze. Gre za citopatski učinek HPV na 
dokončno diferencirane epitelijske celice, ki zaradi pomnoževanja virusa postopoma 
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propadajo. Take celice imenujemo koilociti in jih je moč opaziti na mikroskopskih preparatih 
tkiva okuženega s HPV. Na mikroskopskih preparatih lahko opazimo skrčena, hiperkromna 
jedra različnih oblik, grudast kromatin ter značilen svetel pas okoli jeder, ki se imenuje halo 
(Kocjan in Poljak, 2011). 
 
2.4.3 Nepopolna (abortivna) okužba 
 
Pri nepopolni oz. abortivni okužbi virus ne uspe zaključiti pomnoževalnega cikla in se v 
dolgotrajno okuženih bazalnih celicah vgradi v gostiteljski genom (Slika 5, desno). Virusni 
genom se skoraj vedno prekine v genu E2, s čimer se prekine nadzor izražanja beljakovin 
E6 in E7, kar vodi v njuno kopičenje znotraj okuženih celic. Virusni beljakovini E6 in E7 
vplivata na število celičnih delitev, na nastop terminalne diferenciacije ter sta ključni tudi 
pri kancerogenosti. Beljakovina E7 vpliva na stabilnost gostiteljevega genoma, beljakovina 
E6 pa na stabilnost tumor-zavirajočih beljakovin, na primer beljakovin p53 in pRB. Pri 
visokorizičnih genotipih HPV se beljakovina E6 veže v tridelni kompleks z beljakovino p53 
in celično ubikvitinsko ligazo E6AP. To sproži hitro razgradnjo beljakovine p53, s čimer se 
prekine njeno tumor-zavirajoče delovanje. Za razliko od beljakovine E6 visokorizičnih 
genotipov HPV, beljakovina E6 nizkorizičnih genotipov HPV omeji delovanje beljakovine 
p53, ne spodbudi pa njene razgradnje (Kocjan in Poljak, 2011). 
 
Rak materničnega vratu je klasičen primer nepopolne oz. abortivne okužbe z visokorizičnimi 
genotipi HPV iz rodu Alpha-PV (Kocjan in Poljak, 2011). 
 
2.5 KLINIČNA SLIKA OKUŽB S HPV 
 
2.5.1 Maligne spremembe 
 
Najbolj pogosta maligna novotvorba, ki jo povezujemo s HPV, je rak materničnega vratu, ki 
je v 99 % posledica dolgotrajne okužbe z enim izmed visokorizičnih genotipov iz rodu 
Alpha-PV. V razvitih državah je rak materničnega vratu četrti najpogostejši rak pri ženskah 
in hkrati četrta najpogostejša oblika raka, ki se konča s smrtnim izidom (Serrano in sod., 
2018). Z uporabo metode citološkega testiranja brisa materničnega vratu, znanega kot test 
PAP, ki ga je leta 1940 razvil George Papanicolau, se je pojavljanje novih primerov raka 
materničnega vratu močno zmanjšalo (Cubie, 2013). Z rakom materničnega vratu 
povezujemo genotipe HPV-16, -18, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56, -58 ter -59 (Cubie, 
2013). Vsaj 50 % vseh primerov raka materničnega vratu povezujemo z genotipom HPV-
16. Skupaj z genotipom HPV-18 povzročata kar 70 % vseh primerov (Kocjan in Poljak, 
2011). 
 
Visokorizični genotipi HPV iz rodu Alpha-PV v določenem deležu povzročajo tudi druge 
predrakave in rakave spremembe anogenitalne sluznice: npr. 85-91 % primerov raka 
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zadnjika, 68-86 % primerov raka nožnice, 15-48 % primerov raka vulve in 47-55 % primerov 
raka penisa (Serrano in sod., 2018). Visokorizični genotipi HPV iz rodu Alpha-PV lahko 
povzročajo maligne tvorbe tudi na področju glave in vratu, ki bodo podrobno predstavljene 
v nadaljevanju naloge (Testi in sod., 2015). 
 
Genotipi iz rodu Beta-PV lahko pri bolnikih z bradavičasto epidermodisplazijo in pri 
bolnikih z oslabljenim imunskih sistemom povzročijo ploščatocelične karcinome kože. 
Beta-PV-posredovana onkogeneza se od Alpha-PV-posredovane onkogeneze razlikuje v 
tem, da se HPV ne vgradi v gostiteljev genom. Maligne tvorbe se razvijejo predvsem na 
področjih kože izpostavljenih UV sevanju, saj le-to predstavlja dodaten dejavnik pri razvoju 
raka. Ključno onkogeno vlogo v obeh primerih, Alpha- in Beta-PV-posredovane 
onkogeneze, nosita beljakovini E6 in E7, ki ovirata popravljalne mehanizme celične DNA 
(Zur Hausen, 2006). 
 
2.5.2 Benigne spremembe 
 
HPV dokazano povzroča bradavice, benigne novotvorbe na različnih delih telesa. V 
povezavi s HPV okužbo so najbolj pogosto navedene anogenitalne (lat. condylomata 
acuminata) ter kožne bradavice (lat. verrucae) (Kocjan in Poljak, 2011). 
 
Anogenitalne bradavice so zelo pogosta spolno prenosljiva bolezen, ki jo v približno 90 % 
primerov povzročata nizkorizična genotipa HPV-6 in -11. Ločimo tri različne tipe 
anogenitalnih bradavic: klasične ostre kondilome (Slika 6) (lat. condylomata acuminata), 
ploščate kondilome (lat. condylomata plana) ter giganske kondilome (lat. condylomata 
gigantea) (Kocjan in Poljak, 2011). 
 
 
Slika 6: Primer klasičnih ostrih kondilomov na penisu (Cubie, 2013: 28) 
 
Anogenitalne bradavice se najpogosteje pojavljajo v starostni skupini do 30 let, pri čimer je 
letna incidenca ocenjena na 85 do 205 primerov na 100.000 oseb. Pri otrocih se lahko na 
anogenitalnem področju pojavijo tudi kožne bradavice, ki so posledica avoinokulacije 
kožnih bradavic z rok (Kocjan in Poljak, 2011; Cubie, 2013). 
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Kožne bradavice so najpogostejše benigne spremembe kožnega epitelija, ki jih povzroča 
HPV (Kocjan in Poljak, 2011). Ločimo različne tipe kožnih bradavic: navadne kožne 
bradavice (lat. verrucae vulgares), plantarne bradavice (lat. verrucae plantares) ter ploščate 
kožne bradavice (lat. verrucae planae), ki so podrobneje opisani v Preglednici 1 (Kocjan in 
Poljak, 2011; Cubie, 2013). 
 





Plantarne bradavice Ploščate kožne bradavice 
Genotip 
HPV 
HPV-2, -27 in -57 
(manj -4 in -7) 
HPV-1 HPV-3, -10, -28, -40 
Lokacija  
prsti, roke, komolci, 
kolena 
podplat  
roke (nad predelom zapestja 
do ramen), obraz, gležnji 
Prisotnost 
splošno prisotne - 
najpogosteje pri 
šoloobveznih otrocih 
pri otrocih med 10 in 14 letom 
starosti – okužba ob aktivnosti 
pri katerih se ne uporablja 
obutve (plavanje) 
pogosteje pri ženskah, pri 
otrocih se v 80% ponovno 






velikosti, neboleče, slabše 
odzivne na zdravljenje 
ploščate s keratinasto 
odebeljenim robom, globoke 
so lahko temno obarvane, 
boleče, dobre odzivne na 
zdravljenje 
manjše kot navadne kožne 
bradavice, z ravnim robom, 
brez specifične pigmentacije, 
nizka hiperkeratinizacija 
Primer 
   
 
Vsem tipom kožnih bradavic je skupno latinsko ime verruca, kar pomeni majhen hribček. 
Kožne bradavice najvišjo prevalenco dosežejo pri osnovnošolskih otrocih (do 33 %), 
povprečna prevalenca pri otrocih in odraslih pa znaša med 3 in 13 % (Kocjan in Poljak, 
2011; Cubie, 2013). 
Prisotnost DNA HPV lahko dokažemo tudi v benignih novotvorbah na drugih delih telesa 
npr. v papilomih očesne veznice (v manjšem odstotku) ter papilomih grla (v kar 90 %). 
Predvidevamo, da ima HPV ključno vlogo pri njihovem nastanku. Z obema primeroma 
benignih novotvorb povezujemo nizkorizična genotipa HPV iz rodu Alpha-PV, HPV-6 in 
HPV-11 (Kocjan in Poljak, 2011; Hanbazazh in Gyure, 2018). 
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2.6 ČLOVEŠKI PAPILOMAVIRUSI IN USTNA VOTLINA 
 
2.6.1 Asimptomatske HPV okužbe v ustni votlini 
 
Asimptomatsko HPV okužbo brez kliničnih znakov lahko v ustni votlini dokažemo pri 2-8 
% zdravih odraslih oseb, pri čemer naj bi bila prevalenca rahlo višja pri moških (Hübbers in 
Akgül, 2015). Nekatere raziskave navajajo višjo prevalenco latentne okužbe v ustni votlini, 
kar je lahko posledica uporabe različnih metod in lokacij vzorčenja ter uporabe drugačnih 
metod za preučevanje prisotnosti HPV (Syrjänen, 2018). 
 
Višjo prevalenco, med 15 in 31 %, navaja tudi finska kohortna raziskava, ki so jo začeli 
izvajati leta 1998 z namenom razumevanja dinamike okužb s HPV v mladih družinah. V 
raziskavo so bile vključene nosečnice, njihovi partnerji ter novorojenčki, pri katerih je 
prisotnost virusne DNA v ustni votlini od poroda do starosti pol leta narasla (s 14 na 21 %), 
nato pa pri starosti treh let upadla (na 12 %). V raziskavi so opredelili asimptomatsko 
prisotnost več kot 20 različnih genotipov HPV, najpogostejši med njimi so predstavljeni na 
Sliki 7 (Syrjänen, 2018). 
 
 
Slika 7: Prisotnost DNA HPV v brisih ustne votline pri članih finskih družin (Syrjänen, 2018: 54) 
 
2.6.2 Maligne novotvorbe v ustni votlini 
 
Na svetu letno odkrijejo 456.000 novih primerov raka glave in vratu, od katerih je približno 
80 % povezanih s prekomernim pitjem alkohola, kajenjem ter žvečenjem tobaka. V zadnjih 
20 letih se je pojavnost rakavih novotvorb te anatomske regije močno povečala tudi pri 
ljudeh brez prej omenjenih dejavnikov tveganja. Pri slednjih lahko pogosto dokažemo 
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prisotnost DNA HPV, kar dokazuje etiološko povezavo med HPV okužbo in nastankom teh 
novotvorb (Serrano in sod., 2018). 
 
Izmed vseh 456.000 primerov raka glave in vratu je 37.000 pripisanih okužbi s HPV, od tega 
največ na področju ustnega dela žrela (29.000), v ustni votlini (4.400) in na področju žrela 
(3.800). Za razliko od raka materničnega vratu, ki predstavlja najbolj pogosto obliko HPV-
pozitivnega raka pri ženskah, HPV-pozitivni rak na področju glave in vratu predstavlja kar 
50 % vseh HPV-pozitivnih primerov raka pri moških. V zadnjem času je moč opaziti trend 
povečevanja števila HPV-pozitivnega raka ustnega dela žrela (Serrano in sod., 2018). 
 
Znaki in simptomi tako HPV-pozitivnega kot HPV-negativnega raka ustnega dela žrela so 
zelo podobni, saj je vizualna podoba obeh razjeda, ki se ne pozdravi v roku dveh do treh 
tednov. Ob tem bolniki težko požirajo, čutijo bolečino ob žvečenju, imajo občutek vnetja 
grla te hripav glas (Testi in sod., 2015). Tveganje smrtnega izida je pri HPV-pozitivnem raku 
ustnega dela žrela kar 60-80 % nižje kot pri HPV-negativnem raku, saj je zdravljenje s 
kemoterapijo veliko bolj učinkovito. Hkrati je razvoj zasevkov in ponovitev bolezni na istem 
mestu pri HPV-pozitivnem raku redka (Syrjänen, 2018). 
 
Najpogosteje dokazan genotip HPV v malignih novotvorbah ustne votline in ustnega dela 
žrela je visokorizični genotip HPV-16 iz rodu Alpha-PV (Serrano in sod., 2018). 
 
2.6.3 Benigne novotvorbe v ustni votlini 
 
Za razliko od malignih novotvorb ustne votline so benigne oz. nerakave tvorbe manj 
raziskane. Zaradi povezovanja določenih kliničnih slik z določenimi genotipi HPV, se je 
pojavila težnja po delitvi novotvorb ustne votline v posamezne vrste, kar pa je dostikrat 
nemogoče. Predvsem je težava v nejasni definiciji besede papilom na področju ustne votline 
(Dona in sod., 2017). 
 
Svetovna zdravstvena organizacija papilom definira kot hiperplastično navzven rastočo, 
polipu podobno novotvorbo, ki spominja na bradavice ali nosi obliko cvetače. Mednarodna 
agencija za raziskave raka po drugi strani papilom definira kot benigni, neboleči izrastek 
epitelija z ozkim vratom ter prstasto strukturo. Navidezno sta definiciji podobni, vendar se 
razlike pokažejo, ko želimo novotvorbe ustne votline razdeliti v posamezne vrste. Glede na 
definicijo Svetovne zdravstvene organizacije ločimo dve vrsti benignih novotvorb ustne 
votline: papilome, ki predstavljajo ustno obliko navadnih kožnih bradavic (lat. verrucae 
vulgares), ter ustno obliko anogenitalnih bradavic (lat. condylomata acuminata). Nasprotno, 
papilomi po definiciji Mednarodne agencije za raziskave raka predstavljajo ločeno vrsto 
benignih novotvorb imenovano ploščatocelični papilomi. Tako novotvorbe delimo v tri 
ločene vrste: ploščatocelični papilomi (ang. squamous cell papillomata), ustno obliko 
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navadnih kožnih bradavic (lat. verrucae vulgares) ter ustno obliko anogenitalnih bradavic 
(lat. condylomata acuminata) (Dona in sod., 2017). 
 
Neskladnost pri definiciji benignih novotvorb v ustni votlini je mogoče zaslediti tudi pri 
znanstvenih člankih. Mnogi raziskovalni članki, ki hkrati analizirajo maligne in benigne 
vzorce, nejasno uporabljajo izraz papilom oz. celo ploščatocelični papilom in ne opišejo, 
katere histopatološke lastnosti so upoštevali pri definiciji (Pettus in sod., 2017; Ribeiro in 
sod., 2017). Pregledni članki in novejše raziskave, ki preučujejo izključno benigne 
novotvorbe, po drugi strani jasno ločijo tri vrste benignih novotvorb (Frigerio in sod., 2015; 
Testi in sod., 2015; Betz, 2019; Kerge in sod., 2019). Razlike v definiciji in nedoslednost 
poimenovanja so lahko eden izmed razlogov, ki lahko pojasni zakaj se prisotnost DNA HPV 
v benignih vzorcih ustne votline med raziskavami tako zelo razlikuje. 
 
Najbolj pogosta vrsta benignih novotvorb ustne votline so ploščatocelični papilomi. Gre za 
prstaste oz. cvetači podobne izrastke epitelija, kot jih prikazuje Slika 8a. Ploščatocelični 
papilomi se z zdravim epitelijem povezujejo preko bogatega vezivnega tkiva, ki tvori vrat 
viden na Sliki 8b (Frigerio in sod., 2015; Betz, 2019). 
 
 
Slika 8: Primer ploščatoceličnega papiloma v ustni votlini (a.) (Frigerio in sod., 2015: 2) in prečni prerez 
ploščatoceličnega papiloma (b.) (Betz, 2019) 
 
Papilomi se pojavljajo v beli, roza ali rdeči barvi, odvisno od stopnje keratinizacije. 
Novotvorbe se najpogosteje pojavljajo posamično na nebu ali na jeziku in v premeru ne 
presegajo petih milimetrov. Prisotni so pri otrocih in odraslih, najpogosteje med tridesetim 
in sedemdesetim letom starosti. Njihov nastanek povezujemo z okužbo z nizkorizičnima 
genotipoma HPV iz rodu Alpha-PV (HPV-6 in HPV-11) (Frigerio in sod., 2015; Testi in 
sod., 2015; Betz, 2019). 
 
Drugi primer benignih novotvorb v ustni votlini so kondilomi (lat. condylomata 
accuminata). Gre za ustno obliko anogenitalnih bradavic, ki nastanejo kot posledica 
spolnega prenosa HPV okužbe iz anogenitalnega področja v ustno votlino. Od 
ploščatoceličnih papilomov se ločijo po tem, da so s celotno površino pritrjeni na epitelij iz 
katerega izraščajo ter da so mehkejši, svetlejši in večji. Lahko se pojavljajo v obliki 
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posameznih novotvorb (Slika 9a) ali podobno kot ploščatocelični papilomi tvorijo cvetači 
podobno strukturo (Slika 9b) (Testi in sod., 2015; Betz, 2019). 
 
 
Slika 9: Primer posameznega kondiloma v ustni votlini (a.) (Testi in sod., 2015: 47) in primer kondiloma v 
cvetači podobni strukturi (b.) (Betz, 2019) 
 
Kondilomi se najpogosteje pojavljajo na jeziku ali na zgornji ustnici odraslih oseb, starih 
med 30 in 40 let. Na mikroskopskih preparatih kondilomov ustne votline lahko v trnasti 
plasti (lat. stratum spinosum) opazimo prisotnost koilocitov, zaradi česar nastanek teh 
novotvorb povezujemo tako z nizkorizičnimi (HPV-6 in HPV-11) kot tudi z visokorizičnimi 
genotipi HPV iz rodu Alpha-PV (HPV-16 in -18) (Testi in sod., 2015; Betz, 2019). 
 
Poleg anogenitalnih bradavic se lahko v ustno votlino s prenosom HPV okužbe prenesejo 
tudi klasične kožne bradavice oz. veruke (lat. verrucae vulgares). Pojav teh novotvorb v 
ustih je redek, vendar razmeroma pogost pri otrocih, ki imajo bradavice na rokah. Prav tako 
kot ploščatocelični papilomi se tudi veruke pojavljajo v različnih barvnih odtenkih od roza 
do bele, vendar lahko v premeru dosežejo tudi 1 cm. Najpogosteje se pojavljajo na sluznici 
ustnic, na nebu ali na začetku jezika (Slika 10). Podobno kot kondilomi so tudi veruke 
popolnoma pritrjene na epitelij. Z ustno obliko kožnih bradavic povezujemo genotipa HPV-
2 in -4 (Testi in sod., 2015; Betz, 2019). 
 
 
Slika 10: Primer kožnih bradavic v ustni votlini (Betz, 2019) 
 
Četrta oblika benignih novotvorb, ki jih srečamo v ustih, je fokalna epitelna hiperplazija 
(ang. multifocal epithelial hyperpasia) ali Heksova bolezen. Gre za genetsko bolezen, ki se 
najpogosteje pojavlja pri avtohtonih prebivalcih Amerike ter pri Eskimih in je petkrat bolj 
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pogosta pri ženskah kot pri moških. Gre za rahlo privzdignjene novotvorbe različnih 
velikosti (od 1 mm do 1 cm), ki se pojavljajo v rdeči, beli ter sivi barvi na jeziku, na dlesnih 
ter na sluznici ustnic in lic (Slika 11) (Testi in sod., 2015; Betz, 2019). 
 
 
Slika 11: Primer fokalne epitelne hiperplazije v ustni votlini (Testi in sod., 2015: 47) 
 
Pri bolnikih s Heksovo boleznijo kombinacija dveh genetskih sprememb dokazano poveča 
dovzetnost za okužbo s HPV (natančneje s HPV-13 in -32). Dovzetnost naj bi pri teh bolnikih 
povečala spremenjen levkocitni antigen podtipa HLA-DR4 ter spremenjena transmebranska 
beljakovina TMC, ki je ključna za ustrezen transport cinka in je značilna tudi za bolnike z 
bradavičasto epidermoplazijo (Syrjänen, 2018; Betz, 2019). 
 
2.6.4 Etiološka vloga HPV pri nastanku papilomov ustne votline – pregled objav 
 
Čeprav preučevanje etiološke povezave med HPV in ploščatoceličnimi papilomi poteka že 
več kot pet desetletij, le-ta do danes še ni popolnoma opredeljena. Prevalenca DNA HPV v 
vzorcih papilomov ustne votline se namreč med raziskavami močno razlikuje (med 0 in 100 
%) (Kansky in sod., 2006). 
 
Prvi zapisi preučevanja povezave med nastankom papilomov ustne votline in okužbo s HPV 
segajo v leto 1967. Takrat sta Frithiof in Wersäll (1967) v papilomih prvič opisala prisotnost 
virusnih delcev, ki so bili po njunem mnenju podobni virusnim delcem HPV. Leta 1980 so 
klinično opisali 464 primerov ploščatoceličnih papilomov ustne votline (Abbey in sod., 
1980). Opredelili so mnoge značilnosti, med njimi tudi najpogostejši časovni okvir 
pojavljanja in mnoge klinične znake, ki so jih kasneje potrdili tudi drugi. 
 
Sledila so dokazovanja prisotnost virusnih strukturnih beljakovin z uporabo 
imunohistokemičnih metod (ang. immunohistochemical methods, IHK) ter dokazovanje 
prisotnosti virusne DNA z uporabo hibridizacijskih metod npr. s hibridizacijo in situ (ang. 
in situ hybridization, ISH). Preglednici 2 in 3 predstavljata ključne raziskave etiološke vloge 
HPV pri nastanku ploščatoceličnih papilomov ustne votline, pri katerih so uporabili metodo 
IHK ali ISH. 
 
Janc M. Etiološka vloga človeških papilomavirusov pri nastanku papilomov ustne votline.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
18 
Preglednica 2: Pregled raziskav, v katerih so raziskovalci za dokazovanje okužb s človeškimi papilomavirusi 






HPV-pozitivni vzorci/ število 
vseh testiranih vzorcev 
Prevalenca 
HPV (%) 
Löning in sod. 1985 
meja med trdim in mehkim 
nebom 
4/5 80,0 
Welch in sod. 1986 ni natančno opredeljena 2/50 4,0 




nebo, jezik, dlesen, ustnice, 
drugo 
70/140  50,0 
Carneiro in sod. 2009 jezik, nebo, ustnice, rob ustnic 12/12 100 
Frigerio in sod. 2015 
raznolike lokacije, prisotni tudi 
vzorci bezgavk, mehkega neba 
in uvula 
19/205 9,3 
Kerge in sod. 2019 ni natančno opredeljena 





Preglednica 3: Pregled raziskav, v katerih so raziskovalci za dokazovanje okužb s človeškimi papilomavirusi 













Syrjänen in sod. 1986 
ni natančno 
opredeljena 




nebo, jezik, ustnice, 
ustno dno, ustni del 
žrela, alveolarni 
greben 
7/20 35,0 -2, -6, -11 
Young in Min  1991 
nebo, lična sluznica, 
dlesen, jezik, ustna 
sluznica, ustni del 
žrela 
13/21 61,9 
-6, -11,  
 -16, -18, -31, 
 -33, -35 
Zeuss in sod. 1991 
ustnica, lična 
sluznica, jezik, ustno 
dno, trdo in mehko 
nebo, uvula, dlesen, 
nebnica in drugo 
ploščatocelični papilomi  
4/30 
13,3 
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V 90-ih letih prejšnjega stoletja so za dokazovanje etiološke povezave med papilomi ustne 
votline in HPV začeli uporabljati metodo verižne reakcije s polimerazo (ang. polymerase 
chain reaction, PCR), ki jo najpogosteje uporabljamo tudi danes. Metoda je zelo občutljiva, 
visoko specifična in cenovno dostopna. Preglednica 4 predstavlja ključne raziskave etiološke 
vloge HPV pri nastanku ploščatoceličnih papilomov ustne votline do leta 2010, pri katerih 
so uporabili metodo PCR. 
 
Preglednica 4: Pregled raziskav do leta 2010, v katerih so raziskovalci za dokazovanje okužb s človeškimi 
















Ward in sod. 1995 
nebo, jezik, ustnice, 
dlesen 
(PCR) 4/19 21,1 
-6 (2), 




-6 (6),  
-6 in -11 (7) 
Jimenez in sod. 2001 
jezik, dlesen, sluznica 





-6 (6), -13 (3), 
-6 in -16 (2) 
veruke 
 2/4 
0,5 -6 (2) 
kondilomi 
 1/1 
100 -6 (1) 
Kansky in sod. 2006 





4/44 9,1 -6 (3), -16 (1) 
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Preglednica 5 predstavlja ključne novejše raziskave etiološke vloge HPV pri nastanku 
ploščatoceličnih papilomov ustne votline, ki so temeljile na metodi PCR. 
 
Preglednica 5: Pregled novejših raziskav, v katerih so raziskovalci za dokazovanje okužb s človeškimi 
















Pettus in sod. 2017 
ni natančno 
opredeljena 
3/3 100,0 -11 (3) 




-11 (2) , 
-6 in -11 (3) 
Ribeiro in sod. 2017 
trdo nebo, ustno dno, 
lična sluznica, 
ustnice, jezik 
2/3 66,7 -6 (1), -11 (1) 
Dona in sod. 2017 
ustna votlina: jezik, 
trdo nebo, lična 
sluznica, sluznica 
ustnic 
22/31  71,0 
-5 in -12 (1), 
-6 (9), -16 (3), 
-18 (1), -23 (2), 
-35 (1), -74 (1),  
-96 (1), -123 (1) 
-110 in -121 (1), 
-130 in -131 (1) 
ustni del žrela: 
nebnica, uvala, mehko 
nebo, stena ustnega 
dela žrela, začetek 
jezika 
9/43  20,9 
- 6 (1), -12 (2), 
-23 (1), -51 (1), 
-74 (1), -120 (1), 
-131 in SD2 (1) 




mehko nebo, jezik, 
lična sluznica, 
ustnice, dlesen, trdo 
nebo, ustno dno 
6/35 17,1 
-6 (4) 
 -11 (2) 






-6 (4), -11 (1), 




16,7 -8 (1) 
nedefinirano  
1/4 
25 -11 (1) 
 
2.7 METODE DOKAZOVANJA OKUŽB S HPV 
 
2.7.1 Arhivski tkivni vzorci 
 
Najbolj pogost način shranjevanja vzorcev, ki jih povezujemo s HPV okužbami, je fiksiranje 
v formalinu in shranjevanje v parafinu (ang. formalin-fixed, paraffin-embedded samples, 
FFPE). Prednost FFPE vzorcev je v njihovi dolgotrajni uporabnosti, ki ob pravilni pripravi 
lahko traja tudi do 70 let (Kocjan in sod., 2015a). 
 
Fiksacija tkiva predstavlja prvi in ključni korak priprave kvalitetnih arhivskih vzorcev. Gre 
za fizikalno-kemijski proces, ki stabilizira celično morfologijo, ohrani tkivno strukturo, 
prekine delovanje proteolitskih encimov ter prepreči potencialno mikrobno kontaminacijo. 
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Zaradi sorazmerno preproste, cenovno ugodne in učinkovite fiksacije, se za fiksacijo tkiv 
najpogosteje uporabi 10 % formalin (4 % vodna raztopina formaldehida z dodanim acetatom 
ali fosfatom za dosego nevtralnega pH-ja). Formalin preprečuje poškodbe beljakovin ter 
nukleinskih kislin tako, da z njimi tvori vezi. Zaradi novonastalih vezi med formalinom in 
biomolekulami, se le-te ne destabilizirajo v primeru dehidracije okolice s serijo alkoholov, 
ki sledi fiksaciji. Zadnji korak priprave arhivskih vzorcev je vklapljanje tkiva v parafin, kar 
zagotovi dolgotrajno stabilnost vzorca. Staranje arhivskega vzorca lahko privede do 
deaminacije citozinov v uracile, kar lahko vodi v nespecifične PCR pomnožke oz. v 
neustrezne rezultate sekveniranja (Kocjan in sod., 2016). 
 
Osamitev nukleinskih kislih iz FFPE vzorcev poteka v štirih stopnjah: rezanje parafinskih 
blokov z vzorci, odstranjevanje parafina, proteolitična razgradnja tkiva z uporabo encima 
proteinaza K ter čiščenje celokupne osamljene DNA (Kocjan in sod., 2016). 
 
Za rezanje parafinskih blokov uporabimo mikrotom. Kontaminacijo vzorcev pri rezanju 
preprečujemo tako, da rezilo mikrotoma po rezanju vsakega vzorca očistimo z ksilenom in 
površinskim dekontaminantom. Za dodatno kontrolo rezanja izvedemo rezanje predvidoma 
HPV-negativnega vzorca, kot so npr. ledvice. Če predvidevamo prisotnost virusne DNA v 
velikem deležu vzorcev (npr. pri arhivskih vzorcih raka materničnega vratu), rezanje 
negativnega vzorca izvajamo po vsakem rezanju domnevno HPV-pozitivnega tkiva. V 
primeru, da je pričakovana virusna prisotnost nizka (npr. v papilomih ustne votline) lahko 
rezanje negativnega vzorca izvedemo na vsakih pet vzorcev (Kocjan in sod., 2016). 
 
Za odstranjevanje parafina iz arhivskih vzorcev obstajajo različne metode, ki temeljijo na 
uporabi organskih topil (npr. ksilen in heksan). Slabost teh metod je, da so časovno potratne 
in lahko vodijo v nizko koncentracijo osamljene DNA. Podjetje Qiagen je za boljšo osamitev 
razvilo deparafinizacijsko raztopino, ki iz FFPE vzorcev učinkovito odstrani parafin ob 
hkratni visoki koncentraciji osamljene DNA (Kocjan in sod., 2016). 
 
2.7.2 Tradicionalne metode dokazovanja prisotnosti HPV 
 
Med tradicionalne metode dokazovanja prisotnosti HPV v raznolikih vzorcih sodijo 
svetlobna mikroskopija (s katero opazujemo značilne citopatske spremembe epitelnih celic), 
elektronska mikroskopija (s katero opazujemo prisotnost virusnih delcev) ter 
imunohistokemične metode (s katerimi dokazujemo prisotnost virusnih strukturnih 
beljakovin z uporabo označenih monoklonskih/poliklonskih protiteles). Ker so te metode 
relativno neobčutljive in z njimi ni mogoče ločevati posameznih genotipov HPV, jih danes 
v diagnostiki redko uporabljamo (Poljak in sod., 2005). 
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2.7.3 Molekularne metode dokazovanja prisotnosti HPV 
 
Danes se za dokazovanje prisotnosti HPV v vzorcih uporablja izključno molekularne 
metode. Te temeljijo na dokazovanju prisotnosti značilnih zaporedij virusnih nukleinskih 
kislin in jih delimo v dve skupini: metode brez predhodnega pomnoževanja nukleinskih 
kislih oz. hibridizacijske metode ter metode, s katerimi pomnožimo značilen kratek odsek 
virusnega genoma, med katere spada PCR (Poljak in sod., 2005). 
 
Pri metodah brez predhodnega pomnoževanja nukleinskih kislih uporabljamo označevalne 
nukleinske kisline oz. lovke, ki se vežejo na denaturirano DNA. V preteklosti so bile na voljo 
radioaktivne lovke (3H, 32P, 35S), danes pa najpogosteje uporabljamo biotinske ali 
fluorescentne lovke. Za preučevanje potencialnih HPV okužb so na voljo tudi skupinsko-
značilne lovke, s katerimi lahko hkrati opredelimo prisotnost večjega nabora genotipov HPV 
ter tipsko-značilne lovke, s katerimi lahko opredelimo prisotnost samo enega izbranega 
genotipa HPV. Najpogostejše metode brez predhodnega pomnoževanja nukleinskih kislih 
so hibridizacija po Southernu, hibridizacija dot-blot in hibridizacija in situ (Poljak in sod., 
2005). 
 
2.7.3.1 Hibridizacija po Southernu 
 
Hibridizacija po Southernu je vrsto let veljala za temeljno molekularno metodo za 
preverjanje prisotnosti in genotipizacijo HPV. Pri tej metodi osamljeno virusno DNA z 
restrikcijskimi encimi razrežemo na specifične fragmente, ki jih po velikosti ločimo z 
uporabo gelske elektroforeze. Izbrane fragmente nato prenesemo na nitrocelulozno oz. 
najlonsko membrano, ki omogoča hibridizacijo z izbranimi lovkami. V primeru uporabe 
dvodimenzionalnega agaroznega gela metoda omogoča ločevanje episomalne in integrirane 
oblike, hkrati pa lahko zaznamo prisotnost tudi 0,1 virusne kopije/celico. Metoda je časovno 
potratna, draga ter neprimerna za preučevanje FFPE vzorcev, saj je lahko DNA v teh vzorcih 
poškodovana, kar bi lahko vodilo v lažno negativne rezultate. Metoda je visoko specifična, 
vendar manj občutljiva kot PCR (Poljak in sod., 2005; Koren in sod., 2011; Venuti in Paolini, 
2012). 
 
2.7.3.2 Hibridizacija dot-blot 
 
Hibridizacija dot-blot je preprostejša oblika metode hibridizacija po Southernu, pri kateri se 
lovke vežejo na nerazrezano DNA ali RNA. Pozitiven rezultat zaznamo kot madež na filmu 
(pri radioaktivni različici) ali najlonski membrani (pri neradioaktivni različici), od koder 
metodi tudi ime. Na podlagi te metode je bil zasnovan prvi komercialno dostopen test Vira 
Pap/Vira Type (Diagene Laboratories, Silver Spring, ZDA), ki je z uporabo sedmih 
genotipsko značilnih radioaktivno označenih lovk RNA, omogočil genotipizacijo HPV-6, -
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11, -16, -18, -31, 33 in -35. Test Vira Pap/Vira Type je pogosto prikazoval lažno pozitivne 
rezultate, zaradi česar je bil umaknjen s trga (Poljak in sod., 2005). 
 
2.7.3.3 Hibridizacija in situ 
 
ISH je edina molekularna metoda s katero lahko natančno opredelimo lokacijo HPV znotraj 
okuženih celic, saj poteka v sami celici (in situ) in ne na trdih nosilcih (npr. na najlonski ali 
nitrocelulozni membrani) ali v raztopini (npr. pri PCR). Danes se za ISH najpogosteje 
uporablja z biotinom označene lovke, ki jih zaznamo s pomočjo z encimom označenih 
antibiotinskih protiteles in z dodatkom substrata. Rezultate hibridizacije, ki izgledajo kot 
precipitati znotraj jeder epitelnih celic, opredeljujemo s pomočjo svetlobnega mikroskopa. 
S to metodo lahko učinkovito ločimo med integrirano in episomalno obliko virusa, prav tako 
metoda omogoča ločevanje klinično pomembnih okužb od asimptomatskih. Čeprav je 
metoda preprosta, hitra, ponovljiva in visoko specifična, je njena občutljivost v primerjavi s 
PCR manjša. Za pozitiven rezultat ISH je namreč potrebno vsaj 10 kopij virusa na celico. V 
zadnjih letih so dostopni novi diagnostični kompleti, ki jih odlikuje višja občutljivost z 
zaznavanjem že 1 ali 2 virusnih kopij/celico. Na voljo je tudi veliko komercialno dostopnih 
testov z mešanico večjega števila HPV lovk, s katerimi lahko zaznamo večje število 
genotipov HPV hkrati (Poljak in sod., 2005; Venuti in Paolini, 2012). 
 
Za preučevanje prisotnosti HPV je danes na voljo tudi različica RNA ISH, ki se imenuje 
RNAscope, pri kateri se z biotinom označene lovke vežejo na izbrane mRNA molekule. Na 
področju HPV se ta metoda uporablja za preverjanje izražanja onkogenih beljakovin E6 in 
E7 visokorizičnih genotipov HPV, saj omogoča direktno lokalizacijo njunega izražanja v 
celicah. Metoda je bolj natančna od DNA ISH, rezultati pa naj bi boljše korelirali z rezultati 
IHK metod za dokazovanje prisotnosti beljakovine p16. Metoda je zelo učinkovita tudi na 
FFPE vzorcih (Venuti in Paolini, 2012; Wang in sod., 2014). 
 
2.7.3.4 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
 
Verižna reakcija s polimerazo je temeljna in najstarejša metoda pomnoževanja nukleinskih 
kislin, ki jo je leta 1983 opisal ameriški znanstvenik Kary Mullis in zanjo prejel Nobelovo 
nagrado. Pri tej metodi in vitro izbran odsek matrične DNA pomnožimo s temperaturno-
obstojno polimerazo DNA, ki omogoči sintezo komplementarne molekule DNA na 
izbranem odseku v smeri 5' proti 3'. Potek pomnoževanja nukleinskih kislin temelji na treh 
stopnjah, ki so temperaturno in časovno določene, in predstavljajo en cikel. Za dosego 
optimalne koncentracije virusne DNA se izvede večje število ciklov, najpogosteje med 25 
in 40. Prvo stopnjo pomnoževanja tarčnih zaporedij predstavlja denaturacija (ang. 
denaturation) oz. razdvoj dvojnovijačne DNA v dve enojni vijačnici, s kratkotrajnim 
segrevanjem reakcijske mešanice pri 95 °C. Sledi inkubacija reakcijske mešanice pri 
temperaturi 45-75 °C, pri kateri se oligonukleotidna začetnika (OZ, ang. primers) pripneta 
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na komplementarni del vzorčne DNA. OZ nalegata na mejni del izbranega odseka DNA, 
novonastala DNA pa se v vmesnem prostoru sintetizira v sklopu inkubacije pri 72 °C. 
Trajanje stopnje inkubacije je odvisno od velikosti izbranega dela vzorčne DNA. 
Novonastala dvojnovijačna DNA je identična prvotni dvojni vijačnici DNA in enako kot 
prvotna DNA služi kot matica pri pomnoževanju v naslednjih ciklih. Po končani reakciji 
PCR rezultat najpogosteje preverimo z uporabo horizontalne elektroforeze v agaroznem 
gelu. Za preverjanje rezultatov so na voljo tudi bolj zahtevne in dražje metode, kot so npr. 
metoda določanja polimorfizma dolžine restrikcijskih odsekov (ang. restriction fragment 
lenght polymorphism, RFLP), encimski oligonukleotidni test in reverzni dot-blot (Koren in 
sod., 2011; Venuti in Paolini, 2012). 
 
Za dokazovanje prisotnosti HPV pogosto uporabljamo OZ, ki nalegajo na genomski področji 
genov, ki nosita zapis za beljakovini L1 ali E1. Najpogosteje gre za širokospektralne OZ 
(ang. broad-range primers), ki so oblikovani na podlagi medsebojne poravnave (ang. 
multiple alignment) nukleotidih ali aminokislinskih zaporedij različnih genotipov HPV in 
omogočajo njihovo sočasno dokazovanje. Najpogosteje uporabljeni širokospektralni OZ so 
PGMY09/11 (pomnožek je dolg 450 bp), GP5+/6+ (pomnožek je dolg 150 bp) in SPF10 
LiPA (pomnožek je dolg 65 bp), ki so zaradi kratkih pridelkov PCR uporabni tudi za FFPE 
vzorce, s pogosto poškodovano DNA. Z uporabo širokospektralnih OZ ne moremo ločevati 
med posameznimi genotipi HPV, lahko pa hitro in učinkovito pregledamo velik nabor 
vzorcev. Pozitivne vzorce lahko nato analiziramo še z dodatnimi metodami (Venuti in 
Paolini, 2012; Kocjan in sod., 2015b). 
 
PCR je sicer visoko občutljiva metoda, vendar je v primerjavi z ISH manj specifična, saj ne 
more ločiti med DNA HPV, ki se nahaja v celici, in DNA HPV, ki je naključno prisotna na 
površini tkiva. Prav tako metoda ne more ločiti episomalne od integrirane oblike virusa 
(Venuti in Paolini, 2012). 
 
2.7.3.5 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (RT-PCR) 
 
Metoda predstavlja nadgradnjo klasične PCR in temelji na zaznavanju fluorescentnega 
signala, ki v sklopu reakcije narašča skladno z naraščanjem količine nastalih pomnožkov 
PCR. V tem primeru se poleg klasičnih OZ uporabijo še flourescentni označevalci 
pomnožkov PCR, ki so ali barvila, ki se nespecifično vežejo na DNA (SYBR Green in 
EvaGreen), ali lovke. Ločimo hidrolizne lovke (ang. TaqMan), hibridizacijske FRET lovke 
in molekularna svetila (ang. Molecular beacons, Scorpion probes). Najbolj pogosto se 
uporabljajo hidrolizne lovke oz. sonde, kratka oligonukleotidna zaporedja, ki nalegajo na 
tarčni del genoma v bližino vezavnega mesta klasičnega OZ, in imajo fluorescentno 
reportersko barvilo na 5' koncu in molekulo dušilca na 3' koncu zaporedja. Tekom 
podaljševanja OZ polimeraza DNA doseže lovko in jo razgradi, kar vodi do ločitve 
reporterskega barvila in molekule dušilca. S tem se spremeni jakost fluorescence, kar 
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naprava zazna kot pozitiven rezultat. Rezultati RT-PCR so podani z vrednostmi Ct (ang. 
threshold cycle), ki predstavljajo zaporedno številko cikla pri katerem je sproščen 
fluorescentni signal prekoračil predhodno definirano mejno vrednost (Arya in sod., 2005; 
Venuti in Paolini, 2012). 
 
Na podlagi RT-PCR je na voljo tudi hkratni RT-PCR (ang. multiplex PCR), ki omogoča 
sočasno detekcijo interne kontrole in raznolikih tarčnih zaporedij HPV z uporabo do 20 
različnih fluorescentnih reporterskih barvil v eni reakciji (Venuti in Paolini, 2012). 
 
Tretja različica RT-PCR je kvantitativni RT-PCR (ang. quantitative RT-PCR, qPCR), ki 
omogoča določanje koncentracije virusa v izhodiščnih vzorcih. Iz amplifikacijskih krivulj 
vzorcev z znanimi koncentracijami pozitivne kontrole lahko pripravimo standardno krivuljo 
med Ct vrednostmi in logaritmi pripadajočih koncentracij virusne DNA. Na podlagi 
izmerjene Ct vrednosti vzorca lahko nato s pomočjo standardne krivulje izračunamo 
koncentracijo virusne DNA v vzorcu (Mlakar in sod., 2015). Iz standardne krivulje lahko za 
izveden qPCR izračunamo tudi učinkovitost pomnoževanja (ang. efficency, E) tarčnega dela 
virusne DNA (Enačba 1). 
  
𝑈č𝑖𝑛𝑘𝑜𝑣𝑖𝑡𝑜𝑠𝑡 𝑝𝑜𝑚𝑛𝑜ž𝑒𝑣𝑎𝑛𝑗𝑎 (𝐸) = (10−
1
𝑚 − 1) 𝑥 100 
… (1) 
m = naklon standardne krivulje 
 
Danes so na voljo številni testi na podlagi RT-PCR, npr. Abbott Real-Time HR-HPV test in 
COBAS 4800 HPV test, ki omogočata ločevanje med HPV-16 in -18, hkrati pa lahko 
dokažeta prisotnost še 12 drugih genotipov HPV: HPV-31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -58, 
-59, -66 in -68, ter omogočata sočasno preverjanje prisotnosti beta-globina, kot kontrole 
osamitve celokupne DNA in pomnoževanja nukleinskih kislin (Abreu in sod., 2012; Venuti 
in Paolini, 2012). 
 
RT-PCR je zanesljiva, občutljiva ter specifična metoda za detekcijo in genotipizacijo tarčnih 
genotipov HPV. Metoda je ponovljiva, hitra in ustrezna za preučevanje večjega števila 
vzorcev (Abreu in sod., 2012; Venuti in Paolini, 2012). 
 
2.7.3.6 Sekveniranje po Sangerju 
 
Sekveniranje po Sangerju je metoda določanja nukleotidnega zaporedja DNA, ki temelji na 
prekinitvi sinteze komplementarne verige, zaradi vezave kemijsko modificiranih 
dideoksinukleotidov v novo nastajajoča zaporedja. Poleg standardnih deoksinukleotidov 
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) se v metodi uporabljajo tudi kemijsko modificirani 
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dideoksinukleotidi (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP). Ti na 3' koncu nimajo proste OH 
skupine na katero bi se lahko vezal naslednji komplementarni nukleotid, zato se 
podaljševanje verige prekine. Ker je vključevanje dideoksinukleotidov naključno, pridobimo 
različno dolge fragmente DNA, ki se vedno končajo s kemijsko modificiranim 
dideoksinukleotidom. Prvotno so za opredeljevanje nukloetidnega zaporedja izvajali štiri 
ločene sekvenčne reakcije z vsemi standardnimi deoksinukleotidi ter posameznim kemijsko 
modificiranim dideoksinukleotidom, ki je bil označen z radioaktivnim označevalcem ali s 
specifičnim fluorescentnim barvilom. Posamezne fragmente pa so nato analizirali z akrilno 
gelsko elektroforezo, pri čemer so nukleotidna zaporedja določali ročno. Danes se uporablja 
ena sekvenčna reakcija z vsemi štirimi tipi dideoksinukleotidov. Za analizo pomnožkov se 
uporablja sekvenator, instrument, ki ga sestavljata avtomatska kapilarna elektroforeza ter 
visoko-občutljivi laser, ki prepozna fluorescentno barvilo vezano na dideoksinukleotid. 
Rezultat sekveniranja po Sangerju danes predstavlja elektroferogram s fluorescentnimi 
vrhovi, ki predstavljajo posamezne nukleotide (Slika 12) (Karger in Guttman, 2009). 
 
Slika 12: Elektroferogram nukleotidne zaporedja pridobljenega z avtomatskim sekveniranjem 
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V raziskavo smo skupno vključili 343 arhivskih tkivnih vzorcev histološko potrjenih 
ploščatoceličniih papilomov ustne votline, pridobljenih iz histopatološkega arhiva Inštituta 
za patologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani, ki so bili bolnikom kirurško 
odstranjeni, fiksirani s formalinom ter vključeni v parafin med letoma 2005 in 2014. 
 
Izolati so bili odvzeti iz naslednjih anatomskih lokacij: alveolarni greben (5 vzorcev), 
bezgavke (27 vzorcev), jezik (50 vzorcev), lična sluznica (5 vzorcev), mehko nebo (60 
vzorcev), nebni lok (56 vzorcev), sluznica ob zobu (1 vzorec), trdo nebo (10 vzorcev), ustni 
del žrela (18 vzorcev), ustna sluznica (3 vzorci), ustnica (15 vzorcev), ustno dno (10 
vzorcev), uvula (74 vzorcev), vestibulum (7 vzorcev) in zadnji del ustne votline (1 vzorec). 
Lokacija enega vzorca ni bila natančno opredeljena. 
 
V raziskavo je bil vključen primerljiv delež moških (51,3 %; 176/343) in žensk (48,7 %; 
167/343). Povprečna starost bolnikov ob odvzemu vzorca je bila tako pri moških kot pri 




3.2.1 Osamitev celokupne DNA 
 
Celokupno DNA smo iz parafinskih tkivnih rezin, debeline okoli 10 μm, osamili z uporabo 
komercialno dostopnega kompleta kemikalij BiOstic FFPE Tissue DNA Isolation Kit (Mo 
BIO Laboratories, Carlsbad, ZDA), ki ga je proizvajalec naknadno umaknil iz prodaje, in s 
komercialno dostopnim kitom QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nemčija). Osamitev 
celokupne DNA iz večjega dela vzorcev smo tako izvedli s QIAamp DNA Mini Kitom, 
postopek osamitve pa izvedli v skladu s protokolom razvitim v našem laboratoriju (ang. in-
house protocol) (Kocjan in sod., 2016). 
 
Osamitev celokupne DNA iz arhivskih tkivnih vzorcev smo začeli tako, da smo parafinskim 
rezinam dodali 20 μl proteinaze K in 200 μl pufra ATL, nato pa vsebino reakcijskih tubic 
pomešali na mešalu Top Mix FB15025 (Fisher Scientific, Schwerte, Nemčija). Sledila je 
preko-nočna inkubacija vzorcev pri 56 °C in 400 obratih na minuto (ang. rotations per 
minute, rpm) v termobloku Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, Nemčija). 
 
Naslednje jutro smo vzorce na kratko centrifugirali v centrifugi Eppendorf Centrigure 5424 
(Eppendorf) ter jih eno uro inkubirali pri 90 °C in kratko centrifugirali. Vzorcem smo nato 
dodali 200 μl pufra AL, jih 15 sekund mešali na namiznem mešalu, kratko centrifugirali, 
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nato pa dodali 200 μl absolutnega etanola, ponovno 15 sekund mešali na mešalu ter kratko 
centrifugirali. V vmesnem času smo si na stojalo pripravili zbiralne tubice s kolonicami, ki 
so bile del uporabljenega kompleta kemikalij, in nanje previdno prenesli celotno vsebino 
reakcijskih tubic. Sledilo je eno-minutno centrifugiranje pri 8.000 rpm ter prenos kolonic v 
nove zbiralne tubice. 
 
V nadaljevanju smo na kolonice nanesli 500 μl AW1 pufra, čemur je sledijo eno-minutno 
centrifugirali pri 8.000 rpm. Kolonice smo nato prestavili v nove zbiralne tubice ter dodali 
500 μl AW2 pufra. Vzorce smo tri minute centrifugirali pri 14.000 rpm, nato pa smo kolonice 
ponovno prestavili v nove zbiralne tubice ter ponovili tri-minutno centrifugiranje pri 14.000 
rpm. 
 
Kolonice smo na koncu prestavili v sterilne 1,5 ml mikrocentrifugirke in dodali 50 μl 
elucijskega pufra AE, s pomočjo katerega smo s kolonic sprali osamljeno DNA. Tako 
pripravljene vzorce smo za takojšno uporabo shranili pri 4 °C, za daljše obdobje pa pri -20 
°C. 
 
3.2.2 Preverjanje količine, čistosti in kakovosti osamljene celokupne DNA 
 
3.2.2.1 Količina in čistost osamljene celokupne DNA 
 
Količino in čistost osamljene celokupne DNA smo preverili z instrumentom NanoDrop ND-
2000c (NanoDrop Technologies, Oxfordshire, Velika Britanija), ki predstavlja 
spektrofotometer in podatke o količini osamljenih nukleinskih kislinah poda v ng/μl vzorca. 
Ob tem lahko iz razmerja absorbanc pri valovni dolžini 260 in 280 nm preverimo tudi 
potencialno prisotnost nečistoč, kot so npr. visoke koncentracije beljakovin, ki bi lahko 
vplivale na rezultate metod opredeljevanja prisotnosti virusov. V naši raziskavi smo 
uporabili samo vzorce, pri katerih smo razmerje absorbanc izmerjenih pri valovnih dolžinah 
260 in 280 nm opredelili med 1,8 in 2,1. 
 
3.2.2.2 Kakovost osamljene DNA in odsotnost potencialnih zaviralcev PCR 
 
Kakovost osamitve celokupne DNA in odsotnost potencialnih zaviralcev PCR smo preverili 
z uporabo qPCR, s pomočjo katerega smo pomnožili 150 bp dolg del gena za človeški beta-
globin. Uporabili smo specifična OZ (van Duin in sod., 2002), katerih nukleotidno zaporedje 
je predstavljeno v Preglednici 6. 
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Preglednica 6: Oligonukleotidni začetniki (OZ) za pomnoževanje človeškega gena za beta-globin 




Za pomnoževanje smo uporabili kemikalije, ki so del komercialnega kompleta kemikalij 
QuantiTect SYBR Green PCR + UNG Kit (Qiagen). qPCR smo v prvi fazi raziskave izvajali 
na instrumentu LightCycler 2.0 Instrument (Roche, Mannheim, Nemčija) nato pa smo, 
zaradi lažjega in hitrejšega dela, protokol prenesli na instrument LightCycler 480 II RT-PCR 
Instrument (Roche). S tem smo lahko hkrati namesto 32 analizirali 96 vzorcev ter se izognili 
zahtevnemu delu s steklenimi kapilarami. Sestava reakcijske mešanice (Preglednica 7) se 
med uporabljenima instrumentoma ni razlikovala. 
 
Preglednica 7: Preglednica uporabljenih kemikalij za pomnoževanje človeškega gena za beta-globin 
 LightCycler 2.0 LightCycler 480 
Ime kemikalije Volumen za 1 vzorec (μl) Volumen za 1 vzorec (μl) 
2x QuantiTect SYBER Green PCR Master Mix 12,5 10 
OZ beta-403f (50 μM) 0,25 0,12 
OZ beta-555r (50 μM) 0,25 0,12 
sterilna deionizirana voda 7 4,76 
DNA 5 5 
Skupni reakcijski volumen 25 20 
 
Uporabljena protokola za pomnoževanje dela gena za človeški beta-globin sta predstavljena 
v Preglednici 8. 
 
Preglednica 8: Protokol pomnoževanja dela gena za človeški beta-globin 
  LightCycler 2.0 LightCycler 480 
Stopnja Število ponovitev Čas in temperatura Čas in temperatura 
Aktivacija 1x 15 min 95 °C (20 °C/s) 15 min 95 °C (4,4 °C/s) 
Pomnoževanje 45x 
15 sec 94 °C (20 °C/s) 
20 sec 60 °C (20 °C/s) 
20 sec 72 °C (2 °C/s)a 
15 sec 94 °C (2,2 °C/s) 
30 sec 60 °C (2,2 °C/s) 
30 sec 72 °C (4,4 °C/s)a 
Analiza talilne krivulje 1x 
0 sec 95 °C (20 °C/s) 
30 sec 50 °C (20 °C/s) 
0 sec 95 °C (0,1 °C/s)b 
30 sec 95 °C (4,4 °C/s) 
2 min 40 °C (1,5 °C/s) 
0 sec 95 °C (0,1 °C/s)b 
Hlajenje 1x 30 sec 40 °C (20 °C/s) 30 sec 40 °C (20 °C/s) 
a. Enkratno zbiranje podatkov pri valovni dolžini 530 nm 
b. Kontinuirano zbiranje podatkov pri valovni dolžini 530 nm 
 
Vzorce smo kot beta-globin pozitivne opredelili samo v primeru, ko so se dobljene vrednosti 
talilne temperature (ang. melting temperature, Tm) nahajale med 80,5 in 81,5 °C. 
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S testiranjem triplikatov redčitvene vrste človeške DNA s koncentracijami od 0,1 ng/μl do 
100 ng/μl smo pripravili standardno krivuljo med Ct vrednostmi in logaritmi pripadajočih 
koncentracij človeške DNA (Slika 13). 
 
 
Slika 13: Standardna krivulja, pridobljena na podlagi redčitvene vrste človeške DNA, ki smo jo uporabili za 
določanje koncentracije človeške DNA v izhodiščnih testnih vzorcih. Ct vrednosti predstavljajo povprečje Ct 
vrednosti triplikatov posameznih redčitev. 
 
Iz standardne krivulje smo s pomočjo Enačbe 1 izračunali učinkovitost pomnoževanja (ang. 
efficiency, E) gena za človeški beta-globin, ki je znašala 98,8 %. S pomočjo funkcije 
PEARSON smo za standardno krivuljo izračunali Pearsonov koeficient korelacije (r), ki je 
znašal 0,999 ter koeficient determinacije (R2), ki je znašal 0,998. Pripravljeno standardno 
krivuljo smo uporabili za izračun koncentracije genomske DNA v izbranih HPV-pozitivnih 
vzorcih. 
 
3.2.3 Preverjanje prisotnosti nizko- in visokorizičnih genotipov HPV iz rodu Alpha-
PV z uporabo GP5+/6+/68 PCR 
 
Za preverjanje prisotnosti klinično najbolj pomembnih genotipov HPV iz rodu Alpha-PV 
smo uporabili skupinsko-značilne OZ (Evans in sod., 2005; Nazarenko in sod., 2008), ki so 
navedeni v Preglednici 9. Z njimi lahko pomnožimo 150 bp velik del gena za virusno 
beljakovino L1 vsaj 41 različnih genotipov HPV (npr. HPV-6, -11, -13, -16, -18, -26, -30, -
31, -32, -33, -34, -35, -39, -40, -42, -43, -44, -45, -51, -52, -53, -54, -55, -56, -57, -58, -59, -
61, -66, -68, -70, -71, -72, -73, -81, -82, -83, -84, -89, -90 in -91) (Odar in sod., 2014). Na 
podlagi testiranja HPV standardov iz zbirke World Health Organization HPV LabNet DNA 
Proficiency panela iz leta 2013 smo v predhodni raziskavi našega laboratorija iz leta 2015 
določili, da lahko z GP5+/6+/68 PCR zaznamo vsaj pet kopij/reakcijo HPV-16 in -18 ter 
vsaj 50 kopij/reakcijo 14 drugih klinično pomembnih HPV iz rodu Alpha-PV (HPV-6, -11, 
-31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -59, -66 in -68) (Mlakar in sod., 2015).  
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Preglednica 9: Oligonukleotidni začetniki (OZ) za pomnoževanje 150 bp dolgega dela gena za virusno 
beljakovino L1 





Za pomnoževanje HPV-DNA klinično najbolj pomembnih genotipov HPV iz rodu Alpha-
PV smo uporabili komercialno dostopne kemikalije, ki so del kompleta HotStarTaq Plus 
DNA Polymerase (Qiagen). Ob tem smo uporabili mešanico nukleotidov iz kompleta PCR 
Nucleotide MixPLUS (Roche), ki je namesto dTTP vsebovala dUTP, ter uracil-DNA 
glikozilazo (Roche), katere namen je razgraditi novo nastale pridelke PCR z nenaravno bazo 
uracil, ki bi lahko predstavljali izvor kontaminacije v prihodnjih reakcijah in ustvarili lažno 
pozitivne rezultate. Količina kemikalij, ki smo jih uporabili za eno reakcijsko mešanico je 
predstavljena v Preglednici 10. 
 
Preglednica 10: Kemikalije, ki smo jih uporabi za pomnoževanje 150 bp dolgega dela gena za virusno 
beljakovino L1 
Ime kemikalije Volumen za 1 vzorec (μl) 
mešanica dNTP-jev PLUS (10, 30 mM) 0,5 
pufer 10 x CoralLoad PCR (+ 15 mM MgCl2) 2,5 
MgCl2 (25 mM) 2,5 
mešanica OZ: (BIO-GP5+ (40 μM) BIO-GP68 (2 μM)) 0,625 
OZ BIO-GP6+ (50 μM) 0,5 
uracil-DNA glikozilaza 1 
polimeraza DNA HotStarTaq Plus (5 U/μl) 0,125 
sterilna deionizirana voda 12,25 
DNA 5 
Skupni reakcijski volumen 25 
 
GP5+/6+/68 PCR protokol predstavlja posebno obliko Touchdown PCR (TD-PCR) 
protokola, ki omogoča sočasno zaznavanje nizkih koncentracij DNA številnih genotipov 
HPV tudi v primeru vzorcev z visoko koncentracijo človeške DNA. TD-PCR protokol, ki 
smo ga izvedli na instrumentu Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster 
city, CA, ZDA), je predstavljen v Preglednici 11. 
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Preglednica 11: Protokol za pomnoževanje 150 bp dolgega dela gena za virusno beljakovino L1 




10 min 25 °C  
5 min 95 °C 
Pomnoževanje 
21x 
1 min 94 °C  
2 min 50 °Ca  
1,5 min 72 °C  
29x 
1 min 94 °C  
2 min 40 °C 
1,5 min 72 °C  
Hlajenje 1x 
4 min 72 °C 
 ∞ 4 °C 
a. -0,5 °C/cikel 
 
Pridelke reakcije PCR smo kot pozitivne oz. negativne opredelili z uporabo gelske 
elektroforeze, genotip HPV pa smo določili s sekveniranjem po Sangerju. Oba protokola sta 
opisana v nadaljevanju naloge. 
 
3.2.4 Preverjanje prisotnosti genotipov HPV iz rodu Gamma-PV z uporabo Gamma-
HPV PCR 
 
Vse vzorce, ki so bili HPV-negativni s širokospektralnimi OZ GP5+/GP6+/68, smo 
naknadno testirali tudi na prisotnost genotipov HPV iz rodu Gamma-PV, za kar smo 
uporabili OZ FFPE 1Fw in FFPE 3Rv (Bolatti in sod., 2018), katerih nukleotidno zaporedje 
je predstavljeno v Preglednici 12. 
 
Preglednica 12: Oligonukleotidni začetniki (OZ) za pomnoževanje 150 bp dolgega dela gena za virusno 
beljakovino E1 
Ime OZ Nukleotidno zaporedje OZ (5'-3') 
FFPE 1Fw TWIYWGHIYTAAAACGAAAGT 
FFPE 3Rv AWWAGWATYTKCAGYTTCAT 
I=inozin 
 
Za pomnoževanje HPV-DNA genotipov HPV iz rodu Gamma-PV smo uporabili 
komercialno dostopen kit HotStartTaq PCR (Qiagen), s pomočjo katerega smo za vsak 
vzorec pripravili reakcijsko mešanico, ki je predstavljena v Preglednici 13. 
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Preglednica 13: Kemikalije, ki smo jih uporabili za pomnoževanje 150 bp dolgega gena za virusno beljakovino 
E1 
Ime kemikalije Volumen za 1 vzorec (μl) 
mešanica dNTP-jev (10 mM) 0,5 
pufer 10 x CoralLoad PCR (+ 15 Mm MgCl2) 2,5 
MgCl2 (25 mM) 2,0 
OZ FFPE 1Fw (50 μM) 0,375 
OZ FFPE 3Rv (50 μM) 0,375 
polimeraza DNA HotStarTaq (5 U/μl) 0,125 
sterilna deionizirana voda 14,125 
DNA 5 
Skupni reakcijski volumen 25 
 
Za preverjanje prisotnosti DNA genotipov HPV iz rodu Gamma-PV smo uporabili klasičen 
PCR protokol (Preglednica 14) z visoko občutljivostjo (100 kopij/reakcijo) (Bolatti in sod., 
2018), ki smo ga izvedli na instrumentu Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied 
Biosystems). 
 
Preglednica 14: Protokol, ki smo ga uporabili za pomnoževanje 150 bp dolgega dela gena za virusno 
beljakovino E1 
Stopnja Število ponovitev Čas in temperatura 
Aktivacija/denaturacija 1x 5 min 95 °C 
Pomnoževanje 
5x 
30 sec 94 °C 
30 sec 50 °C 
30sec 72 °C 
10x 
30 sec 94 °C 
30 sec 49 °C 
30 sec 72 °C 
10x 
30 sec 94 °C 
30 sec 48 °C 
30 sec 72 °C 
20x 
30 sec 94 °C 
30 sec 47 °C 
30 sec 72 °C 
Končno podaljševanje 1x 10 min 72 °C 
Hlajenje 1x ∞ 8 °C 
 
Pridelke PCR smo kot pozitivne oz. negativne opredelili z uporabo gelske elektroforeze, 
genotip HPV pa določili s sekveniranjem po Sangerju. Oba protokola sta opisana v 
nadaljevanju naloge. 
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3.2.5 Analiza pridelkov klasičnega PCR 
 
Analizo pridelkov obeh klasičnih PCR (GP5+/6+/68 PCR in Gamma-HPV PCR) protokolov 
smo izvedli z uporabo gelske elektroforeze. Za pripravo 2 % agaroznega gela smo uporabili 
1 g agaroze v prahu A9569 SIGMA Agarose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA), ki smo 
jo zatehtali v erlenmajerico, ter dodali 50 ml 1x pufra TAE (0,04 M Tris-HCL; 0,02 M NaCl; 
2 Mm EDTA; 0,02 M Na-acetat; pH = 8,3). Raztopini smo nato dodali še 5 μl barvila SYBR 
Safe DNA Gel Stain (Invitogen, Carlsbad, CA, ZDA). Pripravljeno mešanico smo nato 3 
minute segrevali v mikrovalovni pečici in jo previdno vlili v nosilec, v katerega smo 
predhodne vstavili glavniček. Ko se je gel strdil, smo ga prenesli v elektroforezno banjico 
proizvajalca Hoefer (Holliston, MA, ZDA) in ga prelili z ohlajenim 1x TAE pufrom. V prvo 
jamico gela smo vnesli 6,4 μl molekularnega utežnega označevalca DNA Molecular Weight 
Marker XIV (100 bp) (Roche), ki smo ga predhodno 1:1 redčili z nanašalnim pufrom 6x 
DNA Loading Dye (Thermo Scientific, Waltham, MA, ZDA). Vlogo nanašalnega pufra je 
v primeru pridelkov GP5+/6+/68 PCR in Gamma-HPV PCR opravil pufer CoralLoad PCR, 
ki je tako reakcijsko mešanico kot pridelke PCR obarval rdeče, kar je zadostovalo za 
vizualizacijo potovanja pridelkov PCR v agaroznem gelu. Elektroforeza je potekala 22 minut 
na sobni temperaturi pri konstantni napetosti 120 V. Rezultate gelske elektroforeze smo 
opredelili pod UV svetlobo in ga fotografirali z digitalnim detekcijskim sistemom BIS 303 
PC (DNR Bio-Imaging Systems, Jeruzalem, Izrael). 
 
3.2.6 Sekveniranje po Sangerju 
 
Pridelke GP5+/6+/68 PCR in Gamma-HPV PCR smo nadalje analizirali z uporabo metode 
sekveniranja po Sangerju. Pred nadaljnjimi koraki smo morali pridelke PCR, ki so ustrezali 
pričakovani dolžini, očistiti nevgrajenih nukleotidov, encimov in ostalih nečistoč, zato smo 
si pripravili reakcijsko mešanico, ki je vsebovala 5 μl pridelkov PCR, 0,25 μl encima 
eksonukleaza I (20 U/μl; Thermo Scientific) ter 1 μl encima alkalna fosfataza (1 U/ μl; 
Thermo Scientific). Pripravljeno reakcijsko mešanico smo hitro centrifugirali v centrifugi 
Centrifuge 5424 (Eppendorf) ter mešanico inkubirali 15 minut pri 37 °C ter 15 minut pri 8 
°C v aparaturi Veriti 96-Wall Thermal Cycler (Applied BioSystems). Med pol-urno 
inkubacijo smo pripravili reakcijsko mešanico sekvenčne reakcije z uporabo komercialno 
dostopnega kompleta kemikalij Big Dye Terminator v3.1 Cycler Sequencing Kit (Applied 
BioSystems) po internem protokolu našega laboratorija. Vsaka reakcijska mešanica je 
vsebovala 0,5 μl BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix (Applied BioSystems), 2 μl 
5x sekvenčnega pufra BigDye Terminator v 3.1 5X Sequencing Buffer (Applied 
BioSystems), 0,65 μl posameznega OZ (50 μM), 1-2 μl DNA (glede na intenziteto oddane 
svetlobe na agaroznem gelu) ter sterilno deionizirano vodo do končnega reakcijskega 
volumna 10 μl. Sekvenčno reakcijo smo izvedli v napravi Veriti 96-Wall Thermal Cycler 
(Applied BioSystems) po predhodno objavljenem protokolu sekveniranja STeP (Platt in 
sod., 2007), ki je predstavljen v Preglednici 15.  
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Preglednica 15: Protokol za izvedbo sekvenčne reakcije 
Število ponovitev Čas in temperatura 
1x 1 min 96 °C 
15x 
10 sec 96 °C 
5 sec 50 °C 
1 min 15 sec 60 °C 
5x 
10 sec 96 °C 
5 sec 50 °C 
1 min 30 sec 60 °C 
5x 
10 sec 96 °C 
5 sec 50 °C 
2 min 60 °C 
1x ∞ 8 °C 
 
Po koncu sekvenčne reakcije smo mikrotitrsko ploščo prenesli v centrifugo Centrifuge 5430 
(Eppendorf) in jo na za kratek čas centrifugirali pri 2.000 rpm. Sledilo je čiščenje pridelkov 
sekvenčne reakcije z uporabo komercialno dostopnega kompleta kemikalij BigDye X 
terminator Purification Kit (Applied Biosystems), ki omogoča vezavo nevgrajenih 
dideoksinukleotidov in soli na silikatne delce med centrifugiranjem. K vsakemu vzorcu smo 
odpipetirali 45 μl raztopine SAM Solution (Applied Biosystems) ter 10 μl raztopine 
XTerminator Solution (Applied Biosystems). Ploščo smo nato prelepili s prozorno folijo in 
jo 25 minut stresali pri 2.000 rpm na mešalu MixMate (Eppendorf). Po stresanju smo ploščo 
centrifugirali 2 minuti pri 2.000 rpm. 
 
Mikrotitrsko ploščo smo prenesli v napravo ABI3500 Genetic Analyzer (Applied 
BioSystems) z računalniško vodenim sistemom, ki omogoča ločevanje pridelkov s kapilarno 
elektroforezo in avtomatskim določanjem nukleotidenga zaporedja. Uporabili smo protokol 
ShortSeq. Po končanem sekveniranju je računalniški program Sequenicing Analysis 
Software (Applied BioSystems) rezultate podal v obliki elektroferograma s pripadajočim 
nukleotidnim zaporedjem. Za obdelavo pridobljenih nukleotidnih zaporedij smo uporabili 
računalniški program BioEdit, sekvence pa smo nato primerjali z drugimi nukleotidnimi 
zaporedji v genski banki s pomočjo prosto dostopne spletne aplikacije BLAST. 
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3.2.7 Preverjanje prisotnosti genotipov HPV iz rodu Mu-PV z uporabo HPV-204 RT-
PCR ter HPV-1/-63 RT-PCR 
 
V vseh vzorcih, ki so bili tudi po preverjanju prisotnosti genotipov iz rodu Gamma-PV HPV-
negativni, smo naknadno preverili prisotnost treh genotipov HPV iz rodu Mu-PV, HPV-1, -




Za preverjanje prisotnosti genotipa HPV-204 smo izvedli HPV-204 tipsko značilen RT-PCR 
z visoko občutljivostjo (1 virusna kopija/reakcijo), ki je bil predhodno opisan v članku 
(Šterbenc in sod., 2017). Uporabili smo OZ in lovke, katerih nukleotidno zaporedje je 
navedeno v Preglednici 16. 
 
Preglednica 16: Oligonukleotidni začetniki (OZ) in hidrolizna lovka, ki smo jih uporabili za pomnoževanje 
133 bp dolgega dela virusnega gena za beljakovino L1 HPV-204 
Ime OZ Nukleotidno zaporedje OZ in sonde (5'-3') 
FJ947082-RT-PCR-F TTTAATCCTGAAACAGAACGCTT 
FJ947082-RT-PCR-R3 ATCTAGCAGGATTTTCCACATCA 
Ime lovke  
FJ947082-RT-PCR-P FAM-AAGTAGTGTTACCGGGCATCCTA-BHQ 
 
Za preverjanje prisotnosti genotipa HPV-204 smo uporabili kemikalije, ki so del 
komercialno dostopnega kompleta kemikalij QuantiTect Probe + UNG Kit (Qiagen). 
Vsebina ene reakcijske mešanice je navedena v Preglednici 17. 
 
Preglednica 17: Kemikalije, ki smo jih uporabili za pomnoževanje 133 bp dolgega dela virusnega gena za 
beljakovino L1 HPV-204 
Ime kemikalije Volumen za 1 vzorec (μl) 
2x QantiTect Probe PCR Master Mix 10 
FJ947082-RT-PCR-F (50 μM) 0,16 
FJ947082-RT-PCR-R3 (50 μM) 0,16 
FJ947082-RT-PCR-P  0,2 
sterilna deionizirana voda 4,48 
DNA 5 
Skupni reakcijski volumen 20 
 
HPV-204 RT-PCR protokol, ki smo ga izvedli na instrumentu LightCycler 480 II RT-PCR 
Instrument (Roche), je opisan v Preglednici 18. 
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Preglednica 18: Protokol, ki smo ga uporabili za pomnoževanje 133 bp dolgega dela virusnega gena za 
beljakovino L1 HPV-204 
Stopnja Število ponovitev Čas in temperatura 
Aktivacija/denaturacija 1x 15 min 95 °C (4,4 °C) 
Pomnoževanje 45x 
15 sec 94 °C (2,2 °C) 
1 min 60 °C 
Hlajenje 1x 30 sec 40 °C (2,2 °C) 
 
Kot HPV-204-pozitivne smo opredelili vse vzorce, pri katerih smo med zadnjim korakom 





Za preverjanje prisotnosti genotipov HPV-1 in HPV-63 smo izvedli predhodno opisan 
hkratni HPV-1/-63 RT-PCR (Šterbenc in sod., 2017). Uporabili smo OZ in lovke, katerih 
nukleotidno zaporedje je navedeno v Preglednici 19. 
 
Preglednica 19: Oligonukleotidni začetniki (OZ) in hidrolizne lovke, ki smo jih uporabili za pomnoževanje 
148 in 108 bp dolgih delov virusnih genov za beljakovini L1 HPV-1 ter E2 HPV-63 









Za preverjanje prisotnosti genotipov HPV-1 in -63 smo uporabili komercialno dostopno 
mešanico kemikalij LightCycler480 Probes Master Mix kit (Roche). Vsebina ene reakcijske 
mešanice je predstavljena v Preglednici 20. 
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Preglednica 20: Kemikalije, ki smo jih uporabili za pomnoževanje 148 in 108 bp dolgih delov virusnih genov 
za beljakovini L1 HPV-1 ter E2 HPV-63 
Ime kemikalije Volumen za 1 vzorec (μl) 
LC480 Probes Master Mix (2x) 10 
HPV1-FW2 (50 μM) 0,24 
HPV1-RW1 (50 μM) 0,24 
HPV1-PROBE (20 μM) 0,4 
HPV63-FW3 (50 μM) 0,2 
HPV63-RW3 (50 μM) 0,2 
HPV63-PROBE-2 (20 μM) 0,2 
sterilna deionizirana voda 3,52 
DNA 5 
Skupni reakcijski volumen 20 
 
Hkratni HPV-1/-63 RT-PCR protokol izkazuje visoko analitično občutljivost tako za 
detekcijo HPV-1 (10 virusnih kopij/reakcijo) kot tudi za detekcijo HPV-63 (1 virusna 
kopija/reakcijo). Protokol za opredeljevanje prisotnosti genotipov HPV-1 in -63 smo izvedli 
na napravi LightCycler 480 II RT-PCR Instrument (Roche) (Preglednica 21). 
 
Preglednica 21: Protokol, ki smo ga uporabili za pomnoževanje 148 in 108 bp dolgih delov virusnih genov za 
beljakovini L1 HPV-1 ter E2 HPV-63 
Stopnja Število ponovitev Čas in temperatura 
Aktivacija/denaturacija 1x 10 min 95 °C (4,4°) 
Pomnoževanje 45x 
10 sec 95 °C (2,2°) 
30 sec 60 °C (2,2°) 
1 min 72 °C 
Hlajenje 1x 30 sec 40 °C (2,2°) 
 
Kot HPV-1 oz. HPV-63-pozitivne smo opredelili vse vzorce, pri katerih smo med zadnjim 
korakom pomnoževanja pri 72 °C fluorescentni signal zaznali pri valovni dolžini 510 nm 
(HPV-63) oz. 560 nm (HPV-1) (Šterbenc in sod., 2017). 
 
3.2.8 Ocena virusnega bremena HPV-6/-11 in HPV-2/-27/-57 pozitivnih vzorcev 
 
3.2.8.1 Izvedba HPV-6/-11 in HPV-2/-27/-57 qPCR za oceno koncentracije virusne 
DNA 
 
V vzorcih, ki so bili s sekveniranjem pridelkov GP5+/6+/68 PCR določeni kot HPV-6 oz. -
11 pozitivni, smo v nadaljevanju ocenili virusno breme s pomočjo kvantitativnega HPV-6/-
11 PCR (HPV-6/-11 qPCR) (Mlakar in sod., 2015), ki omogoča tudi ločevanje med HPV-
11 ter dvema različicama HPV-6, -6a in -6b. Ločevanje med posameznimi različicami HPV-
6 in HPV-11 temelji na podlagi Tm vrednosti, pri čemer pri 63 °C opredelimo prisotnost 
neprototipske različice HPV-6a, pri 71 °C prisotnost prototipske različice genotipa HPV-6b, 
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pri 50 °C pa prisotnost HPV-11 (Kocjan in sod., 2008). HPV-6/-11 qPCR izkazuje visoko 
občutljivost, saj omogoča zaznavanje najmanj 42,9 kopij HPV-6b in najmanj 43,4 kopij 
HPV-6a ter najmanj 25,3 kopij HPV-11 v eni reakciji (Mlakar in sod., 2015). 
 
Za oceno koncentracije virusne DNA smo uporabili OZ ter hibridizacijske lovke FRET, 
katerih nukleotidno zaporedje je predstavljeno v Preglednici 22. 
 
Preglednica 22: Oligonukleotidni začetniki (OZ) in hibridizacijske lovke, ki smo jih uporabili za oceno 
koncentracije virusne DNA v HPV-6/-11- pozitivnih vzorcih 




Ime lovke  
HP_LNAd AAAGA+CGGAA+CAA+CAGTAA+CAG−Fl 
S: C ali G; X: barvilo LC460; M: A ali C; +C : LNA baza; F1: flourescin 
 
Za izvedbo HPV-6/-11 qPCR smo uporabili komercialno dostopen komplet kemikalij 
QuantiTect Probe PCR + UNG Kit (Qaigen). Vsebina ene reakcijske mešanice je 
predstavljena v Preglednici 23. 
 
Preglednica 23: Kemikalije, ki smo jih uporabili za oceno koncentracije virusne DNA v HPV-6/-11- pozitivnih 
vzorcih 
Ime kemikalije Volumen za 1 vzorec (μl) 
2x QuantiTect Probe PCR Master Mix 10 
MgCl2 (25 mM) 1,2 
HPV1,3_F2 (50 μM) 0,2 
HPV2_F2 (50 μM) 0,2 
HPV_iLC (20 μM) 0,5 
HP_LNA (20 μM) 0,2 




HPV-6/-11 qPCR protokol, ki smo ga izvedli instrumentu LightCycler 2.0, je predstavljen v 
Preglednici 24. 
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Preglednica 24: qPCR protokol, ki smo ga uporabili za ocenjevanje koncentracije virusne DNA v HPV-6/-11- 
pozitivnih vzorcih 
Stopnja Število ponovitev Čas in temperatura 
Aktivacija/denaturacija 1x 15 min 95 °C (20°/s) 
Pomnoževanje 50x 
0 sec 95 °C (20°/s) 
40 sec 52°C (20°/s)a 
30 sec 72°C (2°/s) 
Analiza talilne krivulje 1x 
0 sec 95 °C (20°/s) 
2 min 37 °C (20°/s) 
0 sec 85 °C (0,1°/s)b 
Hlajenje 1x 30 sec 40 °C (20°/s) 
a. Branje rezultatov pri 640 nm 
b. Tm talilnega pika pri 640 nm 
 
V vzorcih, ki so bili s sekveniranjem pridelkov GP5+/6+/68 PCR določeni kot HPV-2 oz. -
27-pozitivni, smo v nadaljevanju določili tudi koncentracijo virusa s pomočjo visoko 
občutljivega (10 virusnih kopij/reakcijo) hkratnega HPV-2/-27/-57 qPCR. OZ in hidrolizne 
lovke, ki smo jih uporabili za pomnoževanje 144 in 145 bp dolgih delov genov E6 HPV-2/-
27, so predstavljeni v Preglednici 25 (Hošnjak in sod., 2016). 
 
Preglednica 25: Oligonukleotidni začetniki (OZ) in hidrolizne lovke uporabljeni za ocenjevanje koncentracije 
virusne DNA v HPV-2/-27-pozitivnih vzorcih 
Ime OZ Nukleotidno zaporedje OZ in sonde (5'-3') 
2-27F (59.8) TACCTGCCCCCCAGACATT 
2R (59.2) GGAATGTACCCAGTACGCCC 
27R (57.6) AGGAATATACCCGGTACGTCC 
Ime hidrolizne lovke  
HPV2-P0 (68.25) -TeXr TEX-CCCAAGAGTGGAACAGAACACTTTAGCA-BBQ 
HPV27-P0 (65.34)- FAM AK-CTAGGGGTCTTCTTTGGCGGTCTTG-BBQ 
 
Za izvedbo hkratnega HPV-2/-27/-57 qPCR smo uporabili komercialno dostopen komplet 
kemikalij LC4800 Probes Master Mix (Roche), vsebina ene reakcijske mešanice pa je 
predstavljena v Preglednici 26. 
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Preglednica 26: Kemikalije, ki smo jih uporabili za ocenjevanje koncentracije virusne DNA v HPV-2/-27-
pozitivnih vzorcih 
Ime kemikalije Volumen za 1 vzorec (μl) 
2x LC480 Probes Master 10 
2-27F (59.8) (50 μM) 0,4 
2R (59.2) (50 μM) 0,2 
27R (57.6) (50 μM) 0,2 
HPV2-P0 (68.25) -TeXr (20 μM) 0,125 
HPV27-P0 (65.34) - FAM (20 μM) 0,125 




Za izvedbo protokola HPV-2/-27/-57 qPCR (Preglednica 27) smo uporabili instrument 
LightCycler 480. 
 
Preglednica 27: Protokol, ki smo ga uporabili za ocenjevanje koncentracije virusne DNA v HPV-2/-27-
pozitivnih vzorcih 
Stopnja Število ponovitev Čas in temperatura 
Aktivacija/denaturacija 1x 10 min 95 °C (4,4 °C/s) 
Pomnoževanje 40x 
10 sec 95 °C (4,4 °C/s) 
30 sec 60 °C (2,2°/s) 
1 sec 72 °C (4,4°/s) a 
Hlajenje 1x 30 sec 40 °C (20°/s) 
a. Branje rezultatov 
 
Kot HPV-2/-27-pozitivne smo opredelili vse vzorce, pri katerih smo med zadnjim korakom 
pomnoževanja pri 72 °C fluorescentni signal zaznali pri valovni dolžini 610 (HPV-2) oz. 
580 nm (HPV-27) (Hošnjak in sod., 2016). 
 
3.2.8.2 Izračun virusnega bremena 
 
V izbranih HPV-pozitivnih vzorcih smo virusno breme izračunali kot razmerje med številom 
kopij virusnega genoma in številom človeških celic. Število kopij virusnega genoma smo iz 
rezultatov (Ct vrednosti) HPV-6/-11 qPCR oz. HPV-2/-27/-57 qPCR izračunali na podlagi 
standardnih krivulj Ct vrednosti in pripadajočih logaritmov virusne DNA (Hošnjak in sod., 
2016; Šterbenc in sod., 2017). Število človeških celic v vzorcu smo izračunali iz rezultatov 
zgoraj opisanega qPCR, ki omogoča pomnoževanje 150 bp dolgega dela gena za človeški 
beta-globin, pri čemer smo koncentracijo človeške DNA iz ng/μl pretvorili v število celic/μl, 
ob upoštevanju, da se v eni diploidni človeški celici nahaja 6,6 pg DNA (Mlakar in sod., 
2015).  
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3.2.9 Hibridizacija in situ 
 
Dodatno smo na Inštitutu za patologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani v večini 
HPV-pozitivnih vzorcev izvedli še ISH, in sicer (i) HPV-6/-11 DNA ISH (za kar smo 
uporabili specifične lovke INFORM HPV II Family 6 Probe (B) (Roche)), (ii) HPV-6/-11 
E6/E7 mRNA ISH (za kar smo uporabili specifične lovke Probe-HPV11 (Advance Cell 
Diagnostisc, Hayward CA, USA)) ter (iii) HR HPV E6/E7 mRNA ISH (za kar smo uporabili 
Probe-HPV HR7 (Advance Cell Diagnostis)). Vse teste smo izvedli v skladu z navodili 
proizvajalcev. 
 
3.2.10 Statistična obdelava podatkov 
 
Za preučevanje povezav oz. soodvisnosti med prisotnostjo DNA HPV v papilomih ustne 
votline in različnimi spremenljivkami (npr. spol bolnika, lokacija novotvorbe, starost ob 
odstranitvi novotvorbe, prisotnost koilocitov) smo uporabili Hi-kvadrat porazdelitev (ang. 
Pearson's Chi-squared test). Za izračun smo uporabili spletno aplikacijo Chi-Square 
Calculator, pri čemer smo stopnjo značilnosti določili pri α < 0,05. 
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4 REZULTATI  
 
4.1 HPV-DNA V ARHIVSKIH TKIVNIH VZORCIH PAPILOMOV USTNE VOTLINE 
 
Osamitev in meritev koncentracije celokupne osamljene DNA smo uspešno izvedli v vseh 
343 vzorcih vključenih v raziskavo. Najnižja izmerjena koncentracija je bila 0,4 ng/μl 
vzorca, najvišja pa 898,1 ng/μl vzorca. Iz pridobljenih podatkov o koncentraciji osamljene 
celokupne DNA smo izračunali optimalno količino DNA (100 ng), ki smo jo uporabili pri 
vseh nadaljnjih reakcijah PCR. 
 
Značilen 150 bp dolg del gena za človeški beta-globin smo uspešno pomnožili v vseh 343 
vzorcih, vključenih v raziskavo, ter s tem potrdili ustreznost osamljene DNA za nadaljnja 
testiranja. 
 
S skupinsko-značilnimi OZ GP5+/6+/68, ki omogočajo pomnoževanje 150 bp dolgega dela 
gena za beljakovino L1, smo prisotnost klinično najpomembnejših genotipov HPV iz rodu 
Alpha-PV dokazali v 54 od 343 (15,7 %) testiranih vzorcev. Slika 14 prikazuje fotografijo 
elektroforeznega gela pridelkov GP5+/6+/68 PCR. 
 
 
Slika 14: Fotografija elektroforeznega gela pridelkov GP5+/6+/68 PCR; M100 = Molekularni označevalec 
XIV, - = negativen rezultat, + = pozitiven rezultat, NK = negativna kontrola, PK = pozitivna kontrola 
 
Z uporabo skupinsko-značilnih OZ GP5+/6+/68 smo v papilomih ustne votline dokazali 
prisotnost naslednjih genotipov HPV: HPV-6 v 34 vzorcih (34/54; 63,0 %), HPV-10 v 
sedmih vzorcih (7/54; 13,0 %), HPV-16 v treh vzorcih (3/54; 5,6 %), HPV-2, -11 in -32 v 
po dveh vzorcih (2/54; 3,7 %) ter HPV-13, -27, -74 in -44 (podtip HPV-55) v po enem vzorcu 
(1/54; 1,9 %). 
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Z uporabo HPV-6/-11 qPCR smo v 22 HPV-6-pozitivnih vzorcih opredelili prisotnost 
različic omenjenega genotipa HPV. Iz pridobljenih talilnih krivulj (Slika 15) smo prisotnost 
HPV-6a dokazali v 20, prisotnost HPV-6b pa v dveh vzorcih. 
 
 
Slika 15: Dinamika taljenja FRET lovk pri HPV-6/-11 qPCR; 6a = vrh različice HPV-6a, 6b = vrh različice 
HPV-6b 
 
Z uporabo klasičnega Gamma-HPV PCR prisotnosti genotipov HPV iz rodu Gamma-PV 
nismo dokazali v nobenem izmed testiranih vzorcev (0/54; 0 %). 
 
Z uporabo dveh RT-PCR protokolov (HPV-1/-63 RT-PCR in HPV-204 RT-PCR) za 
dokazovanje prisotnosti genotipov HPV iz rodu Mu-PV smo prisotnost DNA HPV dokazali 
v 4 vzorcih (4/54; 7,4 %), pri čemer smo v vseh 4 opredelili prisotnost HPV-1. 
 
4.2 LASTNOSTI HPV-POZITIVNIH IN HPV-NEGATIVNIH PAPILOMOV USTNE 
VOTLINE 
 
Starostna struktura se med HPV-pozitivnimi in HPV-negativnimi vzorci skoraj ni 
razlikovala (Preglednica 28). S pomočjo Hi-kvadratne porazdelitve nismo dokazali 
statistično značilne razlike med porazdelitvijo HPV-pozitivnih in HPV-negativnih 
papilomov ustne votline med spoloma. Deleži HPV-pozitivnih ploščatoceličnih papilomov 
ustne votline so se med posameznimi lokacijami močno razlikovali (Preglednica 28). 
Največji delež HPV-pozitivnih papilomov je moč zaznati na področju ustnice (73 %), 
alveolarnega grebena (40 %) ter jezika (38 %). 
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najmanj 1,5 1,2 
/ največ 96,0 76,7 
povprečje 45,6 40,5 
Spol 
moški 139 37 
0,036953 












pozitivnih vzorcev /  
Število vseh vzorce 
te lokacije (%) 
Lokacije UV alveolarni greben 3 2 5 40 
UV jezik 31 19 50 38 
UV lična sluznica 4 1 5 25 
UŽ mehko nebo 53 7 60 12 
UŽ nebni lok 52 4 56 7 
UV ni navedena 0 1 1 100 
UŽ ustni del žrela 17 1 18 6 
UV sluznica ob zobu 1 0 1 0 
UV trdo nebo 9 1 10 10 
UV ustna sluznica 2 1 3 33 
UV ustnica 4 11 15 73 
UV ustno dno 9 1 10 10 
UŽ uvula 68 6 74 8 
UV vestibulum 6 1 7 14 
UŽ zadnji del ustne 
votline 
0 1 1 100 
UŽ bezgavke 26 1 27 4 
UV-ustna votlina, UŽ-ustni del žrela 
 
Strogo ločevanje med vzorci ustne votline in ustnega dela žrela je močno spremenilo 
celokupno prevalenco, kar lahko razberemo iz Preglednice 29. 
 
Preglednica 29: Vpliv definicije ustne votline na prevalenco HPV-pozitivnih papilomov ustne votline 





Celokupen vzorec 343 58 16,9 
Ustna votlina (UV) 107 38 35,5 
Ustni del žrela (UŽ) 236 20 8,5 
Ustna votlina (UV + mehko nebo) 167 44 26,3 
Ustni del žrela (UŽ – mehko nebo) 176 13 7,4 
UV-ustna votlina, UŽ-ustni del žrela 
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4.3 ETIOLOŠKA VLOGA ČLOVEŠKIH PAPILOMAVIRUSOV PRI NASTANKU 
PAPILOMOV USTNE VOTLINE 
 
S pomočjo patologa smo pri večini vseh vzorcev opisali prisotnost hiperkeratoze in 
koilocitov, dveh kliničnih znakov HPV okužbe. Z uporabo Hi-kvadrat porazdelitve smo med 
HPV-pozitivnimi in HPV-negativnimi papilomi ustne votline dokazali statistično 
pomembno razliko v prisotnosti obeh kliničnih znakov HPV okužbe (Preglednica 30). 
 
Preglednica 30: Porazdelitev prisotnosti hiperkeratoze in koilocitov pri HPV-pozitivnih in HPV-negativnih 




(n = 204) 
HPV-pozitivni 
papilomi  
(n = 39) 
χ2 vrednost p-vrednosti 
Hiperkeratoza 
Prisotna 65 26 
16,93 0,00039 
Odsotna 139 13 
Koilociti 
Prisotni 5 8 
21,09 0,000004 
Odsotni 199 31 
 
Opredeljevanje lokacije in aktivnosti HPV s histopatološkimi metodami smo izvedli v 55 
HPV-pozitivnih vzorcih. Med njimi smo z HPV-6/-11 DNA ISH testirali 27 vzorcev, z HPV-
6/-11 RNA ISH 50 vzorcev in z HR HPV RNA ISH 5 vzorcev. Primer pozitivnega rezultata 
HPV-6/-11 RNA ISH predstavlja Slika 16. 
 
 
Slika 16: Primer pozitivnega rezultata HPV-6/-11 RNA ISH (Vir: Inštitut za patologijo) 
 
Rezultati opredeljevanja lokacije in aktivnosti HPV, lokacija sprememb in starost bolnikov 
ob izključitvi HPV-pozitivnih ploščatoceličnih papilomov ustne votline so predstavljeni v 
Preglednici 31. V izbranih HPV-2, -6 in -27-pozitivnih vzorcih smo ocenili sorazmeroma 
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nizko virusno breme (med 0,010 in 2,702 kopij virusne DNA/gostiteljsko celico) 
(Preglednica 31). 
 
Preglednica 31: Rezultati HPV-6/-11 DNA hibridizacije in situ, HPV-6/-11 RNA hibridizacije in situ, HR HPV 






























2 221 ustnica 19,34 0 0 nd nd nd 1,004 
6 18 al. greben 58,51 1 3 IE nd nd 2,7 
6 46 jezik 29,87 1 3 IE nd nd 0,01 
6 196 jezik 29,90 1 3 IE nd nd 0,109 
6 142 jezik 33,25 1 1 I nd nd 0,09 
6 188 jezik 37,56 1 3 IE nd nd 0,05 
6 1 jezik 37,57 1 1 I nd nd 0,052 
6 PUV-82 jezik 38,25 nd 1 IE nd nd nd 
6 181 jezik 40,84 1 2 I nd nd 0,034 
6 104 jezik 41,17 1 1 IE nd nd 0,099 
6 PUV-20 jezik 43,57 nd 1 I nd nd nd 
6 103 jezik 44,26 2 1 I nd nd 0,06 
6 PUV-16 jezik 53,86 nd 2 IE nd nd nd 
6 PUV-48 jezik 53,86 nd 2 IE nd nd nd 
6 PUV-36 jezik 76,72 nd 3 IE nd nd nd 
6 145 mehko nebo 25,07 1 3 IE nd nd 0,141 
6 234 mehko nebo 27,13 1 3 IE nd nd 0,129 
6 72 mehko nebo 29,79 1 3 IE nd nd 0,556 
6 246 mehko nebo 35,16 1 3 IE nd nd 0,141 
6 PUV-130 mehko nebo 64,56 nd 2 IE nd nd nd 
6 PUV-60 nebni lok 37,98 nd 2 IE nd nd nd 
6 36 ni navedena 28,87 1 3 IE nd nd 0,111 
6 73 tonzila 29,79 1 3 IE nd nd 0,398 
6 PUV-126 ustna sluznica 25,49 nd 1 I nd nd nd 
6 176 ustnica 29,02 1 1 I nd nd 0,012 
6 197 ustnica 31,73 1 3 IE nd nd 0,163 
6 PUV-74 ustnica 52,58 nd 1 I nd nd nd 
6 284 ustnica 53,12 1 2 IE nd nd 0,2 
6 PUV-66 ustnica 57,86 nd 1 I nd nd nd 
6 PUV-40 ustnica 62,24 0 1 I nd nd nd 
6 280 ustnica 71,75 1 3 IE nd nd 0,027 
6 178 ustno dno 61,93 1 3 IE nd nd 0,259 
6 6 uvula 18,59 1 1 I nd nd 0,133 
6 125 uvula 35,95 1 2 IE nd nd 0,055 
6 PUV-21 zadnji del UV 58,76 nd 3 IE nd nd nd 
10 48 al. greben 4,50 nd 0 nd nd nd nd 
10 85 jezik 1,19 nd 0 nd nd nd nd 
10 129 jezik 32,56 nd 0 nd nd nd nd 
10 20 mehko nebo 21,73 nd 0 nd nd nd nd 
10 144 nebni lok 31,27 nd 0 nd nd nd nd 
10 78 uvula 35,71 nd 0 nd nd nd nd 
se nadaljuje  
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Nadaljevanje Preglednice 31: Rezultati HPV-6/-11 DNA hibridizacije in situ, HPV-6/-11 RNA hibridizacije in 































10 120 uvula 40,69 nd 0 nd nd nd nd 
11 PUV-75 jezik 39,72 nd 1 IE nd nd nd 
11 PUV-123 uvula 32,25 nd 2 IE nd nd nd 
13 PUV-105 jezik 41,66 nd 0 nd nd nd nd 
16 123 nebni lok 40,97 nd nd nd 0 nd nd 
16 121 nebni lok 51,78 nd 0 nd 0 nd nd 
16 122 orofarinks 33,53 nd 0 nd 0 nd nd 
27 158 ustnica 57,61 0 0 nd nd nd 0,237 
32 PUV-33 ustnica 36,97 nd nd nd 0 nd nd 
32 PUV-23 ustnica 37,24 nd nd nd 0 nd nd 
44/sub55 278 jezik 44,68 1 1 I nd nd nd 
74 40 vestibulum 54,53 1 0 nd nd nd nd 
DNA ISH 0 = negativen rezultat, 1 = manj kot 5 % celic, 2 = med 5 – 20 % celic, 3 = več kot 20 % celic. Pri RNA ISH 0 
=negativen rezultat, 1 = pozitiven rezultat, 2 = dvomljiv rezultat, I = integrirana oblika, E = episomalna oblika, IE = prisotna 
tako integrirana kot episomalna oblika, nd = nedoločeno, UV=ustna votlina, al. greben = alveolarni greben 
 
Iz preglednice 31 je razvidno, da smo z uporabo HPV-6/-11 DNA ISH prisotnost HPV 
dokazali v 21 od 24 testiranih HPV-6-pozitivnih vzorcih. Prav tako smo z uporabo te metode 
dokazali prisotnost HPV v HPV-44 (podtip HPV -55)- in HPV-74-pozitivnem vzorcu. V 
vseh 34 HPV-6-pozitivnih papilomih ustne votline smo aktivnost virusa dokazali z uporabo 
HPV-6/-11 RNA ISH. Med njimi smo HPV v 11 primerih dokazali v integrirani obliki, v 23 
primerih pa je bil virus prisoten tako v integrirani kot episomalni obliki. S HPV-6/-11 RNA 
ISH smo v obeh HPV-11-pozitivnih vzorcih dokazali aktivnost virusa, ki je bil v vzorcih 
prisoten v obeh oblikah. Ravno tako smo virus v integrirani obliki dokazali v HPV-44-
pozitivnem vzorcu. Pozitivnega rezultata HR HPV RNA ISH nismo zaznali v nobenem 
izmed testiranih vzorcev. 
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Na področju ustne votline ločimo različne benigne novotvorbe, med katerimi so 
najpogostejši ploščatocelični papilomi (Betz, 2019). Vzrok njihovega nastanka do danes še 
ni natančno opredeljen, mnoge raziskovalne skupine pa predvsem zaradi podobnosti z 
drugimi benignimi tvorbami po telesu (npr. anogenitalnimi in kožnimi bradavicami, 
papilomi veznice in grla), v katerih pogosto dokažemo prisotnost DNA HPV, kot možen 
vzrok nastanka navajajo okužbo s HPV. Prevalenca DNA HPV se v novotvorbah ustne 
votline med raziskavami močno razlikuje, nekatere raziskave poročajo o 0 %, druge o 100 
% prevalenci, kar je lahko posledica različnih dejavnikov (Kansky in sod., 2006). 
 
Z namenom preučevanja etiološke povezave med HPV in papilomi ustne votline, smo izvedli 
raziskavo, v katero smo vključili 343 arhivskih tkivnih vzorcev ploščatoceličnih papilomov 
ustne votline, ki so bili med letoma 2005 in 2014 odvzeti bolnikom vseh starostnih skupin, 
s povprečno starostjo 40 let. Vse testne vzorce smo histološko opredelili kot ploščatocelične 
papilome ustne votline oz. krajše papilome. Od tega bi trije vzorci lahko predstavljali tudi 
primer Heksove bolezni ter ustne oblike navadnih kožnih bradavic oz. veruk. Ne glede na to 
je naš testni vzorec primerljiv z drugimi raziskavami, ki poleg ploščatoceličnih papilomov 
vključujejo tudi druge benigne novotvorbe ustne votline. 
 
Celokupno DNA smo uspešno osamili iz vseh 343 testiranih vzorcev ploščatoceličnih 
papilomov ustne votline, kar smo dokazali s pomnoževanjem 150 bp dolgega dela gena za 
človeški beta-globin. 
 
Z uporabo dveh klasičnih PCR ter dveh RT-PCR protokolov smo DNA HPV dokazali v 
skupno 58 od 343 (16,9 %) testiranih vzorcev ploščatoceličnih papilomov ustne votline. 
Določena prevalenca je navidezno nižja od prevalenc v doslej objavljenih raziskavah, vendar 
sklepamo, da je to lahko posledica visokega števila testiranih vzorcev v naši raziskavi, saj je 
večina do sedaj opravljenih raziskav, v katerih so za preučevanje etiološke povezave 
uporabili metodo PCR, temeljila na manjšem številu vzorcev (največ 44). 
 
Tekom preučevanja literature smo ugotovili, da številne raziskave papilomov ustne votline 
vsebujejo tudi vzorce iz ustnega dela žrela (npr. Jimenez in sod., 2001; Kansky in sod., 2006; 
Daigrepont in sod., 2018). Obe anatomski lokaciji sta del anatomske regije glave in vratu in 
sta zato pogosto, predvsem v starejših raziskavah, preučevani kot ena enota. Dona in 
sodelavci so v članku iz leta 2017 dokazali veliko razliko v prevalenci HPV-pozitivnih 
ploščatoceličnih papilomov teh dveh anatomskih regij. V ustni votlini so zaznali 70 % 
prevalenco za razliko od ustnega dela žrela, kjer je le-ta znašala le 20,9 % (Dona in sod., 
2017). Veliko razliko v prevalenci med omenjenima anatomskima regijama smo dokazali 
tudi v sklopu te raziskave. Po natančni delitvi vseh preučevanih anatomskih lokacij v ustno 
votlino in ustni del žrela, je prevalenca HPV-pozitivnih ploščatoceličnih papilomov v ustni 
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votlini narasla na 35,5 %. Za primerjavo je prevalenca v ustnem delu žrela znašala 8,5 %. O 
nizki celokupni prevalenci (9,8 %) na podlagi 205 testiranih vzorcih poroča tudi raziskava, 
ki jo je leta 2015 izvedel Frigerio s sodelavci (Frigerio in sod., 2015). Ob podrobnem 
preučevanju njihove raziskave smo ugotovili, da je več kot 30 % vzorcev izhajalo iz ustnega 
dela žrela, kar je vplivalo na končni izračun prevalence. 
 
Pri preučevanju literature smo opazili, da raziskave ustne votline namesto ustnega dela žrela 
najpogosteje vključujejo vzorce mehkega neba (Jimenez in sod., 2001; Kansky in sod., 2006, 
Daigerpont in sod., 2018). Razlog za nepravilno vključevanje izhaja iz področja preučevanja 
malignih novotvorb. Anatomsko je mehko nebo, predvsem zaradi pomanjkanja limfoidnega 
tkiva, ki prestavlja transformacijsko področje (ang. transformational zone), bolj podobno 
ostalim lokacijam v ustni votlini kot drugim lokacijam ustnega dela žrela (Gelwan in sod., 
2017). Prevalenco HPV okužb v ustni votlini smo zato ponovno določili tako, da smo k 
vzorcem ustne votline prišteli vseh 69 vzorcev mehkega neba, pri čemer je prevalenca HPV 
upadla na 26,9 %. Prevalenca HPV-pozitivnih ploščatoceličnih papilomov ustnega dela žrela 
se pri tem skoraj ni spremenila, iz 8,5 % je upadla na 7,4 %. Sklepamo, da je velik upad 
prevalence HPV v ustni votlini posledica razmeroma velikega števila vzorcev mehkega neba 
(69 vzorcev) v primerjavi z 107 vzorci celotne ustne votline, zato iz pridobljenih rezultatov 
ne moramo sklepati, ali mehko nebo na področju benignih novotvorb ustne votline sodi v 
ustno votlino v ožjem smislu ali v ustni del žrela. 
 
Glede na prisotnost vzorcev ploščatoceličnih papilomov iz raznolikih lokacij znotraj ustne 
votline in ustnega dela žrela v mnogih raziskavah, bomo za lažjo primerjavo v nadaljevanju 
rezultate vseeno predstavljali na celotnem vzorcu in ne samo glede na ustno votlino v ožjem 
pomenu besede. 
 
Največ, 54 od 343 testiranih vzorcev (15,7 %), je vsebovalo DNA genotipov HPV iz rodu 
Alpha-PV, kar je v skladu z drugimi raziskavami (Jimenez in sod., 2001; Dona in sod., 2017). 
Med nizkorizičnimi genotipi smo genotip HPV-6 dokazali v 34 primerih, kar predstavlja več 
kot polovico vseh HPV-pozitivnih vzorcev (58,6 %) in 9,9 % vseh testiranih vzorcev (34 od 
343). Poleg genotipa HPV-6, smo v papilomih ustne votline dokazali tudi prisotnost drugih 
nizkorizičnih genotipov HPV iz rodu Alpha-PV, in sicer HPV-11 in HPV-74 v po dveh 
primerih ter HPV-44 (podtip HPV-55) v enem primeru ploščatoceličnih papilomov ustne 
votline. Glede na predhodno objavljene raziskave smo HPV-44 (podtip HPV-55) v 
ploščatoceličnih papilomih ustne votline opisali prvič. 
 
Med visokorizičnimi genotipi HPV iz rodu Alpha-PV smo HPV-16 dokazali v treh primerih, 
kar sovpada z rezultati drugih raziskav (Dona in sod., 2017, Kerge in sod., 2019). Prav tako 
smo s klasičnim GP5+/6+/68 PCR v dveh vzorcih dokazali prisotnost dveh genotipov HPV 
iz rodu Alpha-PV, ki jih povezujemo z Heksovo boleznijo, HPV-13 ter HPV-32. Nobenega 
izmed HPV-13- ali HPV-32-pozitivnih vzorcev histološko nismo določili kot možnih 
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primerov te bolezni. Med genotipi HPV iz rodu Alpha-PV, ki izkazujejo tropizem za kožni 
epitelij, smo HPV-2 dokazali v dveh primerih ter HPV-10 v sedmih vzorcih. 
 
Za razliko od drugih raziskav (Dona in sod., 2017; Kerge in sod., 2019), ki so v papilomih 
ustne votline dokazali tudi prisotnost genotipov iz rodu Gamma-PV, v sklopu te magistrske 
naloge prisotnosti le-teh nismo dokazali. 
 
Z uporabo dveh RT-PCR protokolov, HPV-1/-63 RT-PCR in HPV-204 RT-PCR, smo v 4 
vzorcih dokazali prisotnost genotipa HPV-1, ki sodi v rod Mu-PV. Glede na preučevano 
literaturo smo omenjeni genotip v ploščatoceličnih papilomih ustne votline opisali prvi. 
 
Ploščatocelični papilomi ustne votline se najpogosteje pojavljajo pri odraslih osebah med 30 
in 70 letom starosti (Testi in sod., 2015), kar smo dokazali tudi v sklopu naše raziskave. Med 
HPV-pozitivnimi vzorci, ki smo jih testirali tudi z različicami ISH, samo dva vzorca spadata 
v starostno skupino pod 10 let. V teh dveh vzorcih smo dokazali prisotnost DNA genotipa 
HPV-10, ki ga povezujemo s ploščatimi kožnimi bradavicami, zato sklepamo, da sta vzorca 
primera ustne oblike veruk in ne ploščatoceličnih papilomov. Glede na preučevano literaturo 
se ploščatocelični papilomi ustne votline najpogosteje pojavljajo na nebu in na jeziku (Testi 
in sod., 2015), kjer smo tudi mi številčno dokazali največ HPV-pozitivnih vzorcev. 
 
Ploščatocelični papilomi ustne votline se malo pogosteje pojavljajo pri moški kot pri ženskah 
(Testi in sod., 2015). Iz števila testiranih vzorcev vidimo, da je v našem primeru razlika med 
spoloma zanemarljivo majhna, saj smo v raziskavo vključili 176 moških in 167 ženskih 
vzorcev, kljub temu, da smo jih naključno izbrali in predhodno nismo poznali spola 
bolnikov. Prav tako značilne razlike med pojavnostjo HPV-pozitivnih ploščatoceličnih 
papilomov med spoloma nismo dokazali z uporabo Hi-kvadrat porazdelitve. 
 
V sklopu magistrske naloge smo preverili tudi povezavo med prisotnostjo DNA HPV in 
prisotnostjo dveh znakov produktivne okužb s HPV, hiperkeratoze in koilocitov. Z uporabo 
statističnega testa Hi-kvadrat porazdelitev smo v obeh primerih dokazali statistično značilno 
povezo, kar doprinese k jasnejšemu razumevanju etiološke povezave. Prisotnost koilocitov 
in hiperkeratoze v benignih novotvorbah ustne votline se med preučevanimi raziskavami 
razlikuje. Povezavo je enako kot mi opredelil Carneiro s sodelavci v raziskavi iz leta 2009 
(Carneiro in sod., 2009), za razliko od ene novejše raziskave, v kateri povezave niso dokazali 
(Kerge in sod., 2019). Sklepamo, da je razlika posledica različnega števila testiranih vzorcev 
in hkratnega vključevanja raznolikih benignih novotvorb v raziskavo, hkrati pa je znano tudi, 
da se v epiteliju ustne sluznice pogosto pojavljajo celice, ki vsebujejo vakuole (ang. 
vaculated cell), ki nastanejo kot posledica mehanskega draženja, in so pogosto napačno 
opredeljene kot koilociti (Syrjänen in sod., 2018). Glede na preučeno literaturo in 
pridobljene rezultate menimo, da bi bile, za natančno opredelitev pojavnosti znakov 
produktivne okužbe v benignih novotvorbah ustne votline, potrebne dodatne raziskave. 
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Za dokončno opredelitev etiološke vloge HPV pri nastanku ploščatoceličnih papilomov 
ustne votline samo dokaz prisotnosti DNA HPV v vzorcu ne zadostuje, saj je znano, da so 
HPV v ustni votlini 20 % zdravih odraslih oseb prisotni v klinično neznačilni obliki 
(Syrjänen, 2018). V ta namen smo pri delu HPV-pozitivnih vzorcev določili virusno breme 
in izvedli ISH ter tako preveri lokacijo in aktivnost virusa v celici. 
 
Od skupno 24 HPV-6-pozitivnih vzorcev, ki smo jih testirali s HPV-6/-11 DNA ISH, smo 
pozitiven rezultat opredelili v 21 testiranih vzorcih. S tem smo ovrgli možnost, da bi bila 
DNA HPV-6 v vzorcih prisotna naključno npr. na površini vzorca kot kontaminat iz okolja 
ali v klinično neaktivni obliki. 
 
Ravno tako smo s HPV-6/-11 DNA ISH pozitiven rezultat opredelili pri dveh vzorcih, ki 
smo jih s klasičnim G5+/6+/68 PCR opredelili kot HPV-44 (podtip HPV-55) ter HPV-74. 
Pozitiven rezultat v teh dveh vzorcih je najverjetneje posledica filogenetske sorodnosti 
omenjenih virusov s HPV-6 in HPV-11 in posledične navzkrižne reaktivnosti 
hibridizacijskih lovk. 
 
V vseh 34 HPV-6-pozitivnih papilomih smo aktivnost virusa preverili z uporabo HPV-6/-11 
RNA ISH. Pri skoraj polovici vzorcev smo genotip HPV-6 dokazali v več kot 20 % 
opazovanih celic, v katerih se je virus nahajal tako v integrirani kot tudi v episomalni obliki. 
HPV-6 smo v integrirani obliki dokazali v 11/34 (32,4 %) primerov, v vseh ostalih vzorcih 
pa je bil virus hkrati prisoten v obeh oblikah. Čeprav smo ocenili razmeroma nizko virusno 
breme (0,01 – 2,70 virusnih kopij/celico), lahko na podlagi enotnih rezultatov ISH sklepamo, 
da je bil HPV-6 etiološko povezan z nastankom 10 % papilomov ustne votline. 
 
Z uporabo HPV-6/-11 RNA ISH smo v obeh HPV-11-pozitivnih vzorcih dokazali prisotnost 
tako integrirane kot tudi episomalne oblike virusa. Integrirano obliko virusa smo dokazali 
tudi pri HPV-44 (podtip HPV-55)-pozitivnem vzorcu, kar ravno tako nakazuje na 
potencialno etiološko povezavo z nastankom novotvorbe. 
 
Z uporabo HR DNA ISH aktivnosti visokorizičnega genotipa HPV-16 nismo v nobenem 
izmed testnih vzorcev. Genotip HPV-16 najpogosteje dokažemo v brisih ustne votline 
zdravih ljudi, iz česar sklepamo, da je bila v teh primerih virusna DNA naključno prisotna 
na površini papilomov, ni pa vplivala na njihov nastanek (Syrjänen in sod., 2018). 
 
Glede na pridobljene rezultate lahko etiološko povezavo med HPV okužbo in nastankom 
ploščatoceličnih papilomov ustne votline v preučevanih FFPE vzorcih pripišemo genotipom 
HPV-6, HPV-11 in HPV-44 (podtip HPV-55). Iz rezultatov sklepamo, da je genotip HPV-6 
ključen pri nastanku približno 10 % ploščatoceličnih papilomov ustne votline, HPV-11 in 
HPV-44 (podtip HPV-55) pa pri nastanku manj kot 1 % ploščatoceličnih papilomov ustne 
votline. Sklepamo tudi, da so preostali HPV-pozitivni rezultati (npr. HPV-16) posledica 
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naključne prisotnosti DNA HPV na površini papilomov ali pa so nastali kot posledica 
prenosa HPV okužbe iz kožnih bradavic (npr. HPV-1, -2, -10, -27). Slednje pomeni, da ne 
moremo govoriti o ploščatoceličnih papilomih ampak o ustni obliki kožnih bradavic oz. 
veruk. Glede na to, da na podlagi rezultatov opredeljujemo etiološko povezavo samo v 
približno 11 % vseh testiranih ploščatoceličnih papilomov ustne votline, predvidevamo, da 
je nastanek papilomov povezan tudi z do sedaj še neznanimi genotipi HPV. 
Janc M. Etiološka vloga človeških papilomavirusov pri nastanku papilomov ustne votline.  




• Z uporabo dveh klasičnih PCR protokolov, GP5+/6+/68 PCR in Gamma-HPV PCR, 
ter z dvema RT-PCR protokoloma, HPV-204 RT-PCR in HPV-1/-63 RT-PCR, smo 
HPV DNA dokazali v 58 od skupno 343 arhivskih vzorcev ploščatoceličnih 
papilomov ustne votline ter tako določili 16,9 % prevalenco okužbe s HPV. S tem 
smo potrdili prvi del naše prve hipoteze, da bomo HPV-DNA dokazali v 5-20 % 
analiziranih novotvorb. Dokazana prevalenca sodi med nižje do sedaj objavljene 
prevalence HPV-DNA v vzorcih ploščatoceličnih papilomov ustne votline. 
• V več kot polovici HPV-pozitivnih vzorcev (34 od 58) smo dokazali prisotnost 
nizkorizičnega genotipa HPV-6 iz rodu Alpha-PV in s tem potrdili drugi del naše prve 
hipoteze, da bomo v naši zbirki vzorcev najpogosteje dokazali prisotnost genotipa 
HPV-6. 
• Ravno tako kot predhodno opisane raziskave smo poleg HPV-6 v vzorcih 
ploščatoceličnih papilomov ustne votline dokazali še DNA HPV-11, -13, -16, -74. 
• Glede na preučevano literaturo, smo v ploščatoceličnih papilomih ustne votline kot 
prvi dokazali prisotnost genotipov HPV-1 ter HPV-44 (podtip HPV-55). 
• Na podlagi rezultatov DNA in RNA ISH ter ocene virusnega bremena, sklepamo, da 
je imela okužba z genotipom HPV-6 etiološko pomembno vlogo pri nastanku 
približno 10 % analiziranih papilomov ustne votline. 
• Na podlagi rezultatov raziskave lahko etiološko vlogo pri nastanku papilomov ustne 
votline v redkih primerih pripišemo tudi okužbi z genotipoma HPV-11 in HPV-44 
(podtip HPV-55). 
• Z uporabo ISH smo lahko za večino HPV-pozitivnih vzorcev opredelili, ali so 
dejansko nastali kot posledica okužbe s HPV ali ne, ter s tem potrdili drugo 
zastavljeno hipotezo magistrske naloge. 
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HPV okužba je pogosto predstavljena kot možen etiološki dejavnik pri nastanku tako 
malignih kot tudi benignih novotvorb epitelija. Med najpogostejše benigne novotvorbe v 
povezavi s HPV okužbo štejemo anogenitalne ter kožne bradavice, papilome grla in očesne 
veznice. Zaradi anatomskih podobnosti in pogosto opredeljene prisotnosti DNA HPV 
predpostavljamo tudi etiološko povezavo med HPV okužbami in različnimi benignimi 
novotvorbami ustne votline. 
 
Najpogostejša oblika benignih novotvorb ustne sluznice so ploščatocelični papilomi oz. 
papilomi, prstasti oz. cvetačni podobni izrastki ustne sluznice. Poleg papilomov benigne 
novotvorbe ustne votline predstavljajo tudi kondilomi, ustna oblika anogenitalnih bradavic, 
ter veruke, ki nastanejo kot posledica prenosa HPV okužbe iz bradavic kožnega epitelija. 
Četrta, najbolj redka oblika benignih novotvorb v ustih je fokalna epitelna hiperplazija. Njen 
nastanek je povezan z dvema genetskima mutacijama v genomu bolnikov, ki na do danes 
nepojasnjen način povečujeta dovzetnost za HPV okužbo. Vse oblike novotvorb ustne 
votline imajo podobno klinično sliko, njihov nastanek pa je etiološko povezan z raznolikimi 
genotipi HPV. Tako ploščatocelične papilome kot kondilome povezujemo z genotipoma 
HPV-6 in -11, za razliko od veruk, v katerih lahko dokažemo prisotnost genotipov HPV-2 
in -4. S fokalno epitelno hiperplazijo povezujemo genotipa HPV-13 in -32. 
 
Zaradi izjemno raznolike prevalence HPV okužb v prej omenjenih novotvorbah etiološke 
povezave še vedno ne moramo jasno opredeliti. Izjemna raznolikost prevalence HPV (od 0 
do 100 %) je lahko posledica različnih dejavnikov, uporabe različnih metod, neustrezne 
izbire vzorcev, hkratnega testiranja vzorcev ustne votline in ustnega dela žrela ter nejasnosti 
v definiciji posameznih skupin novotvorb. 
 
V magistrski nalogi smo z različnimi molekularnimi metodami za dokazovanje in 
genotipizacijo DNA HPV najprej želeli določiti prevalenco okužb s HPV v arhivskih tkivnih 
vzorcih ploščatoceličnih papilomov ustne votline. Preverjali smo prisotnost genotipov HPV 
iz treh rodov, Alpha-, Gamma- in Mu-PV. Za opredelitev etiološke povezave smo v 
nadaljevanju ocenili še virusno breme in izvedli ISH, ki je omogočila ločevanje med klinično 
pomembni in nepomembnimi HPV okužbami. 
 
Z uporabo klasičnega GP5+/GP6+/68 PCR v kombinaciji s sekveniranjem smo prisotnost 
genotipov HPV iz rodu Alpha-PV dokazali v 15,7 % (v 54/343) testiranih vzorcev. 
Najpogosteje, v kar 34 vzorcih (34/54; 63,0 %) smo dokazali prisotnost genotipa HPV-6. 
HPV-10 v sedmih vzorcih (7/54; 13,0 %), HPV-16 v treh vzorcih (3/54; 5,6 %), HPV-2, -11 
in -32 v po dveh vzorcih (2/54; 3,7 %) ter HPV-13, -27, -74 in -44 (podtip HPV-55) v po 
enem vzorcu (1/54; 1,9 %). 
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Z uporabo klasičnega Gamma-HPV PCR v nobenem izmed testiranih vzorcev nismo 
dokazali prisotnost DNA genotipov HPV iz rodu Gamma-PV. DNA genotipov iz rodu Mu-
PV smo z uporabo dveh RT-PCR dokazali v štirih primerih. 
 
Celokupno smo prisotnost HPV okužbe v naši raziskavi dokazali v 16,9 % (58/343) vseh 
testiranih vzorcev. Čeprav je določena prevalenca v primerjavi z drugimi raziskavami nižja, 
sklepamo, da je to posledica tako velikega skupnega števila vzorcev, kot tudi vključevanja 
vzorcev ustnega dela žrela. Tako kot druge raziskave, smo tudi mi dokazali veliko razliko v 
prevalenci HPV-pozitivnih ploščatoceličnih papilomov v ustni votlini v ožjem pomenu 
besede in ustnem delu žrela. 
 
Dokazali smo, da se prisotnost HPV-pozitivnih papilomov v ustni votlini glede na spol 
bolnikov ne razlikuje. K boljšemu razumevanju etiološke povezave je doprinesel tudi 
statistični dokaz povezave med HPV-pozitivnimi papilomi ter prisotnostjo hiperkeratoze in 
koilocitov, ki sta znaka produktivne HPV okužbe. 
 
Za dokončno opredelitev etiološke povezave med HPV in ploščatoceličnimi papilomi ustne 
votline ne zadostuje samo dokaz prisotnosti virusne DNA, saj se HPV v ustni votlini pogosto 
pojavljajo tudi v klinično neznačilni obliki. Zato smo rezultate dokazovanja prisotnosti HPV 
dopolnili še z ISH in oceno virusnega bremena. Ocenili smo razmeroma nizko virusno 
breme, med 0,01 in 2,7 kopij virusne DNA/gostiteljsko celico. Z uporabo HPV-6/-11 RNA 
ISH smo aktivnost in lokacijo virusa določili v vseh HPV-6-pozitivnih vzorcih, zaradi česar 
lahko potrdimo predlagano etiološko povezavo z omenjenimi novotvorbami. V HPV-6-
pozitivnih vzorcih se je virus pogosto pojavljal tako v episomalni kot tudi integrirani obliki, 
iz česar sklepamo, da je le-ta sodeloval pri nastanku teh novotvorb. Z uporabo HPV-6/-11 
RNA ISH smo aktivnost in lokacijo virusa določili tudi v dveh HPV-11-pozitivnih vzorcih 
ter enem HPV-44 (podtip HPV-55)-pozitivnem vzorcu, zaradi česar tema dvema 
genotipoma HPV pripisujemo etiološko vlogo pri nastanku posameznih papilomov ustne 
votline. Za razliko od omenjenih genotipov HPV etiološke povezave z nastankom benignih 
novotvorb ustne votline ne moremo potrditi za visokorizični genotip HPV-16. 
 
Z magistrsko nalogo smo dokazali etiološko povezavo med HPV-6, HPV-11 in HPV-44 
(podtip HPV-55) ter nastankom približno 11 % ploščatoceličnih papilomov ustne votline, od 
katerih velik del primerov pripisujemo okužbi s HPV-6. Predvidevamo, da je prisotnost vseh 
ostalih genotipov HPV v ploščatoceličnih papilomih ustne votline zgolj naključna ali pa je 
posledica prenosa okužb iz raznolikih bradavic, pri čemer pa v takem primeru ne moramo 
govoriti o ploščatoceličnih papilomih, temveč o verukah oz. kondilomih ustne votline. Glede 
na to, da smo etiološko povezavo dokazali samo v približno 11 % vseh testiranih vzorcev, 
predvidevamo, da so z nastankom ploščatoceličnih papilomov najverjetneje povezani tudi 
do sedaj še neznani genotipi HPV. 
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